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Résumé 
La fonction de barrière de l’épiderme est assurée par sa partie la plus superficielle, la 
couche cornée constituée de cornéocytes, cellules très inter-cohésives, entourées d’un milieu 
extracellulaire riche en lipides. Les cornéocytes résultent de la cornification, une mort cellulaire 
programmée particulière. Les éléments constitutifs de ces cellules et de leur milieu sont donc 
principalement synthétisés par la couche vivante sous-jacente constituée de kératinocytes 
granuleux. 
De façon surprenante, un des transcrits les plus abondants de cette assise épidermique 
code pour une protéine de fonction inconnue, la dermokine (DMKN). DMKN subit un 
épissage alternatif complexe, aboutissant à la production de quatre types d’isoformes : δ, qui est 
intracellulaire et ubiquiste, α, qui est sécrétée et exprimée dans tout l’épiderme, ainsi que β et γ, 
qui sont sécrétées et dont l’expression est restreinte à la couche granuleuse de l’épiderme. 
La séquence de ces isoformes ne permettant pas, par analyse bioinformatique, de 
prédire leur fonction, nous avons développé la méthode de double hybride chez la levure pour 
rechercher des partenaires potentiels. Nous avons identifié la petite GTPase Rab5 comme 
partenaire de la forme intracellulaire DMKNδ. Rab5 est principalement localisée au niveau des 
endosomes précoces et participe au trafic endomembranaire. Elle présente deux 
conformations : liée au GTP (état actif) ou liée au GDP (état inactif). L’interaction de DMKNδ 
avec les formes actives et inactives de Rab5 a été confirmée in vitro par des expériences de 
« GST pull-down ». In vivo, DMKNδ colocalise majoritairement avec la forme inactive de 
Rab5. De plus, l’expression de DMKNδ en fusion avec la GFP dans les cellules HeLa induit la 
formation de vésicules dans lesquelles elle colocalise partiellement avec Rab5 endogène et avec 
la clathrine, suggérant l’implication de DMKNδ dans les étapes précoces de l’endocytose. 
Enfin, nous avons montré que DMKNδ favorise la liaison de la petite GTPase au GTP et donc 
son activation, et qu’elle stimule l’endocytose de la transferrine. Ce travail montre que la 
DMKNδ active Rab5 et joue un rôle dans l’endocytose précoce. 
Dans l’épiderme hyperprolifératif comme, par exemple, dans les lésions psoriasiques ou 
l’épiderme cicatriciel de souris, l’expression des DMKNβ/γ n’est plus restreinte aux seuls 
kératinocytes granuleux mais s’étend à un nombre accru d’assises suprabasales. Ces résultats, 
associés à l’augmentation du taux des transcrits DMKNβ/γ après irradiation de cellules HaCaT 
par rayonnement UVB, suggèrent un rôle pour ces protéines dans la fonction de barrière de 
l’épiderme. En outre, nous avons mis en évidence par double hybride chez la levure, et 
confirmé par « GST pull-down », une interaction entre le domaine riche en glycine et sérine des 
DMKNβ/γ et le domaine non lectine de la galectine-3. Cette lectine animale ubiquiste et 
pléiotrope peut être sécrétée par une voie non classique. Dans le milieu extracellulaire, elle 
interagit avec de nombreuses protéines de la matrice, via son domaine lectine et sa partie N-
terminale. L’analyse immunohistologique de coupes de peau humaine montre que la galectine-
3 est fortement exprimée dans la couche granuleuse, où elle colocalise avec les DMKNβ/γ. Le 
rôle de la galectine-3 dans l’épiderme est encore mal connu. L’existence d’un réseau de 
protéines extracellulaires, impliquant entre autres DMKNβ/γ ainsi que la galectine-3, pourrait 
jouer un rôle, encore largement inexploré, dans les étapes tardives de la différenciation 
épidermique. En effet, nous avons mis en évidence par PCR quantitative en temps réel que 
certains gènes codant pour des protéines de la matrice extracellulaire sont transcrits, et donc 
potentiellement traduits, dans les couches suprabasales de l’épiderme humain.  
La poursuite de la caractérisation fonctionnelle des DMKNβ/γ dans l’espace 
extracellulaire des couches granuleuse et cornée s’appuiera entre autre sur un modèle de souris 
invalidées pour le gène Dmkn que nous avons récemment obtenu. 
Abstract 
 
 
Corneocytes, highly coherent dead cells embedded in lipid lamellae, compose the most 
superficial layer of the epidermis, namely the cornified layer, which is responsible for the 
barrier function of the skin. Corneocytes arise from cornification, a special cell death. Thus, 
components of these cells and their extracellular space are mainly synthesized by the underlying 
living layer composed of granular keratinocytes. 
Surprisingly, one of the most represented transcript of this layer encodes dermokine 
(DMKN), a protein with unknown function. DMKN undergoes a complex alternative splicing, 
leading to four isoform types: δ is intracellular and ubiquitous, α is secreted and expressed in 
whole epidermis, whereas β and γ are secreted and expressed only in the granular layer of the 
epidermis.  
As bioinformatic analysis of their sequences gave no clues to predict their functions, we 
used the yeast two-hybrid system to identify potential partners. We found the small GTPase 
Rab5 as partner for the intracellular DMKNδ. Rab5 is mainly localized on early endosomes 
and is a key actor in endomembrane trafficking. It cycles between an inactive (GDP-bound) and 
an active (GTP-bound) state. DMKNδ interaction with active and inactive forms of Rab5 were 
confirmed in vitro by GST pull-down experiments. In vivo, DMKNδ colocalizes mainly with 
GDP-Rab5. Transient expression of GFP-tagged DMKNδ in HeLa cells led to the formation of 
punctate structures colocalized with endogenous Rab5 and clathrin, indicating DMKNδ 
involvement in the early steps of endocytosis. Moreover, DMKNδ promotes GTP loading onto 
the small GTPase, which leads to Rab5 activation. DMKNδ expression also stimulated the 
endocytosis of transferrin. Together our data reveal that DMKNδ activates Rab5 function and 
thus is involved in the early endosomal trafficking. 
In hyperproliferative epidermis, as in psoriatic lesions or during mouse skin wound healing, 
DMKNβ/γ are expressed by more cell layers than in normal epidermis, and are concentrated at 
the apical poles of the cells. These results combined with DMKN up-regulation after UVB 
irradiation of HaCat cells suggest a role in the barrier function. We identified with the yeast two-
hybrid system, and confirmed by GST pull-down experiments, an interaction between the non-
lectin domain of galectin-3 and the glycine and serine rich domain common to both 
DMKNβ/γ. This ubiquitous and pleiotropic lectin can be secreted by the non-classical pathway. 
In the extracellular space, numerous proteins interact with either the carbohydrate recognition 
domain or the N-terminal domain of galectin-3. Immunohistochemical analysis of human skin 
section shows that galectin-3 is highly expressed in the granular layer, where it colocalizes with 
both DMKNβ/γ. Galectin-3 function in the epidermis is still unknown. An extracellular protein 
scaffold, involving DMKNβ/γ and galectin-3 along with others, could play a largely unexplored 
role in the late steps of epidermis differentiation. Actually, we showed by real time PCR that 
some genes encoding extracellular matrix proteins are transcribed, and thus potentially 
translated, in the suprabasal layers of human epidermis. 
Characterization of DMKNβ/γ function in the extracellular space of the granular layer will 
be pursued using a mouse model invalidated for the DMKN gene we recently obtained. 
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I.  LA PEAU 
 
Au Japon si l’on s’entend bien avec quelqu’un et que l’on désire des rapports plus soutenus, 
on dit « hada wo yurusu » qui signifie permettre l’accord des peaux. La peau étant l’organe 
principal de l’interaction à autrui, on retrouve des expressions la mettant en scène dans toutes 
les civilisations à travers le monde.  
Organe le plus étendu du corps humain, la peau mesure près de 2 m2 pour une moyenne 
de 3 kilos. Pour une surface de 1 cm² [2 m2] de peau et une épaisseur moyenne de 3 mm, il 
faut compter : 
- 10 [200 000] follicules pileux 
- 100 [2 000 000] glandes sudoripares 
- jusqu'à 2.500 [50 000 000] cellules sensorielles 
- 3 mètres [60 km] de capillaires sanguins et lymphatiques 
- 12 mètres [240 km] de fibres nerveuses 
La peau est constituée de trois tissus superposés : l'hypoderme le plus profond, le derme et 
enfin l'épiderme en surface (Figure 1). 
 
 
Figure 1 : Représentation schématique de la peau 
(D’après http://www.genko.fr/wp-content/uploads/2008/12/la_peau.jpg) 
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I.A. L’hypoderme 
L'hypoderme est le compartiment le plus profond et le plus épais de la peau. C’est un tissu 
conjonctif cellulaire adipeux richement vascularisé. Il est constitué d'adipocytes, cellules 
spécialisées dans l’accumulation et le stockage énergétique sous forme de triglycérides, et 
regroupées en lobules séparés par du tissu conjonctif. L'hypoderme assure également une 
protection thermique et mécanique. Sa répartition est très hétérogène : il est concentré dans 
certaines zones suivant le sexe de l'individu alors que d'autres telles que les paupières, les 
oreilles et les organes génitaux masculins en sont dépourvus. 
I.B. Le derme 
Le derme est un tissu conjonctif composé essentiellement de fibroblastes entourés d'une 
matrice extracellulaire abondante, elle-même constituée de fibres de collagène, de fibres 
élastiques ainsi que de glycoprotéines et de protéoglycanes. Le derme est parcouru par de 
nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, ainsi que par des fibres nerveuses issues des 
cellules impliquées dans les perceptions tactiles. 
Le derme s'organise en deux structures différentes. En superficie, le derme papillaire, tissu 
conjonctif lâche riche en fibroblastes, suit les circonvolutions de la couche basale épidermique. 
Au dessous, le derme réticulaire, tissu conjonctif dense, pauvre en cellules, est principalement 
constitué d'épaisses fibres de collagène disposées parallèlement à la surface de la peau. 
I.C. La jonction dermo-épidermique 
A la jonction du derme et de l'épiderme se trouve une structure particulière, d'une épaisseur 
de 75 nm, appelée jonction dermo-épidermique ou lame basale. Ses composants sont 
synthétisés à la fois par les kératinocytes de la couche basale de l’épiderme et par les 
fibroblastes du derme superficiel. Son ultrastructure, comprenant la lamina densa et la lamina 
lucida, est similaire à celle des autres lames basales de l'organisme. Elle se distingue cependant 
par la présence d'hémidesmosomes et de plaques d'ancrage sur lesquelles s'insèrent filaments et 
fibrilles d'ancrage. Elle possède des composants spécifiques particulièrement important dans le 
maintien de l'adhérence dermo-épidermique : l’antigène BP 230, les laminines 5 et 6, les 
collagènes VII et XVII, la plectine... Leur importance est soulignée notamment par leur 
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implication dans les épidermolyses bulleuses jonctionnelles (OMIM #226700, #226730 et 
#226650). 
I.D. L’épiderme 
L'épiderme est un épithélium de revêtement pavimenteux pluristratifié orthokératosique. 
Non vascularisé, les nutriments transitent depuis le derme par diffusion. Structure la plus 
externe de la peau, l'épiderme assure le rôle de protection de l'organisme contre la déperdition 
hydrique d'une part et contre les agressions extérieures d'autre part. On distingue deux types 
d'épiderme : l'épiderme palmo-plantaire, situé au niveau de la plante des pieds et de la paume 
des mains qui présente une couche cornée très épaisse, et l'épiderme non palmo-plantaire, plus 
fin, qui s'étend sur toutes les autres parties du corps. 
L’épiderme est composé de différentes populations cellulaires : 
- Représentant environ 85% des cellules épidermiques, les kératinocytes sont le type 
cellulaire majoritaire. Ils subissent une différenciation terminale vectorisée aboutissant à 
la formation de cornéocytes, cellules mortes anucléées et aplaties maintenues à la 
surface de la peau, qui sont éliminées lors du processus de desquamation.  
- Les mélanocytes sont la deuxième population cellulaire par leur nombre. Issus des 
crêtes neurales embryonnaires et situés dans la couche basale, ils synthétisent les 
mélanines, eumélanine et phéomélanine, donnant à la peau sa couleur constitutive et la 
prémunissent contre les effets délétères des rayonnements UV.  
- Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques présentatrices d'antigènes 
participant à l'immunité et possédant des marqueurs spécifiques tels que la ε-cadhérine, 
la langerine ou « Cutaneous Lymphocyte Antigen ».  
- Les cellules de Merkel s’associent avec les neurites et forment des complexes impliqués 
dans la réception sensorielle notamment la résolution fine de détails spatiaux (Maricich 
et al., 2009). 
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I.E. Les annexes épidermiques 
Les ongles, les follicules pileux, les glandes sudoripares et sébacées constituent les annexes 
épidermiques. Elles sont ancrées dans le derme ou l'hypoderme. Le follicule pileux est une 
structure complexe, comportant le poil et ses gaines, mais également un muscle arrecteur et des 
glandes apocrines. Les sécrétions des glandes sudoripares et sébacées servent à refroidir 
l'organisme, protéger et assouplir la peau, lubrifier le poil et éliminer certains déchets de 
l'organisme. 
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II.  LA DIFFERENCIATION KERATINOCYTAIRE 
 
Le terme « différenciation » peut s'appliquer à deux phénomènes différents. Le premier, 
dont nous ne traiterons pas, a lieu lors du développement embryonnaire lorsque la 
monocouche ectodermique se transforme en épiderme fonctionnel pluristratifié. Le second a 
lieu une fois cette mise en place initiale effectuée, l'épiderme étant soumis à un renouvellement 
constant. En effet, la desquamation au niveau de la couche cornée exige une prolifération 
continue au niveau de la couche basale pour maintenir l'homéostasie du tissu. La 
métamorphose des kératinocytes basaux en cornéocytes est la conséquence de la différenciation 
kératinocytaire. Elle est qualifiée de vectorisée, puisque les cellules quittent la couche la plus 
profonde et entament une migration à travers tout l'épiderme pour au final disparaître lors de la 
desquamation à la surface de l'épiderme. Elle est aussi qualifiée de terminale car les 
kératinocytes basaux subissent toute une série de modifications aboutissant à une mort 
cellulaire programmée. Celle-ci est particulière dans le sens où elle n’aboutit pas à la disparition 
de la cellule. Au contraire, les cornéocytes sont conservés et remplissent une fonction 
spécifique. 
II.A. Une différenciat ion terminale vector isée 
La structure de l'épiderme peut être considérée comme discrète, une segmentation en 
quatre couches anatomiquement distinctes étant possible (Figure 2). Les limites de ces 
compartiments sont facilement localisables. La couche la plus profonde, la couche basale, 
repose sur la jonction dermo-épidermique et par définition ne comporte qu'une seule couche 
de cellule. Au dessus se trouve la couche épineuse. Le passage de la couche épineuse à la 
couche granuleuse est défini par l’apparition de granules de kératohyaline visualisés en 
microscopie optique. Enfin, la couche la plus superficielle, la couche cornée, débute avec la 
mort des cellules la constituant et finit en contact avec l'environnement.  
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Figure 2 : Coupe histologique de peau humaine 
Les kératinocytes de l’épiderme subissent une différenciation terminale vectorisée. Le sens de 
différenciation est indiqué par la flèche de droite. L’épaisseur des quatre couches et leurs noms sont 
indiqués à droite de la photographie prise en microscopie optique de coupe de peau humaine 
colorée à l’hémalun/éosine (Photographie : http://missinglink. ucsf.edu/lm/Dermatology 
Glossary/img/Dermatology%20Glossary/Glossary%20Histo%20Images/Epidermis_40x-211.jpg) 
II.A.1. La couche basale ou stratum basale (SB) 
La couche basale, ou couche germinative, est la plus profonde de l'épiderme. Elle est 
rattachée à la jonction dermo-épidermique par des hémidesmosomes qui sont des structures 
tripartites asymétriques situées au pôle basal des kératinocytes basaux. Ces derniers sont des 
cellules cubiques, aux noyaux volumineux chapeautés de mélanosomes issus des mélanocytes 
adjacents et incorporés par cytophagocytose (Singh et al., 2008). Ce sont les seules cellules de 
l'épiderme capables de proliférer ; elles permettent ainsi le renouvellement constant de 
l'épiderme.  
La dynamique sous-jacente au maintien de l’homéostasie épidermique est plus complexe 
que ce qui avait été suggéré par le modèle longtemps admis proposant que les cellules filles 
issues de cette prolifération se répartissent en deux catégories : des progénitrices d’amplification 
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transitoire ayant un potentiel prolifératif limité et des cellules souches ayant conservé leur 
potentiel prolifératif non limité. Le devenir des cellules-filles est en partie dépendant de l’axe du 
fuseau mitotique et en partie dépendant de la symétrie de la division (Figure 3). Le rôle de 
chacune de ces populations, voire leur existence même, restent controversés et nombre de 
points d’ombre subsistent (Pour revue - Jones et Simons, 2008; Blanpain et Fuchs, 2009). 
 
 
Figure 3 : Renouvellement de l’épiderme 
(a) Le maintien d’un pool constant de cellules souches (SC) est assuré par deux mécanismes. 
Lors d’une division asymétrique l’une des cellules filles reste une cellule souche alors que 
l’autre débute un programme de différenciation terminale (committed cell). Au contraire, lors 
d’une division symétrique, les deux cellules filles adopteront le même devenir. (b) Lors de la 
stratification épidermique, environ 70% des divisions, auparavant toutes symétriques, 
deviennent asymétriques et conduisent à la mise en place des couches suprabasales (flèche). 
(c) La naissance de nouvelles cellules dans la couche basale de l’épiderme est le résultat d’une 
division asymétrique (flèche 1). La cellule débute le programme de différenciation terminale, 
quittant alors la couche basale pour atteindre la couche épineuse (flèche 2). (d) Exemple de 
division asymétrique dans l’épithélium oral. Les noyaux sont marqués en rouge et les 
microtubules en vert (Blanpain et Fuchs, 2009). 
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II.A.2. La couche épineuse ou stratum spinosum (SS) 
Composée de 6 à 12 assises cellulaires chez l’Homme, la couche épineuse est située 
immédiatement au-dessus de la couche basale. Au fur et à mesure de leur migration vers la 
surface, les kératinocytes deviennent plus volumineux, s'aplatissent et s'élargissent. L'aspect 
épineux caractéristique donnant son nom à cette couche est dû à la présence de très nombreux 
desmosomes à la périphérie cellulaire, visibles en microscopie optique du fait de la rétraction 
cellulaire induite par la préparation de l'échantillon. Les desmosomes sont des jonctions 
cellulaires de type adhérente dans lesquelles des filaments intermédiaires de kératine s'ancrent 
au niveau de la plaque desmosomale. La forte densité de desmosomes assure la résistance de 
l’épiderme en distribuant les contraintes locales à l’ensemble du tissu. 
II.A.3. La couche granuleuse ou stratum granulosum (SG) 
Dernières cellules vivantes de l'épiderme, les kératinocytes granuleux s'organisent en un 
petit nombre d'assises cellulaires parallèles à la surface de la peau. Cette couche doit son nom à 
la présence de grains sombres autour du noyau appelés granules de kératohyaline. Ces agrégats 
protéiques visibles en microscopie optique et colorables à l'hématoxyline sont séparés en deux 
catégories : les granules de type F qui contiennent la profilaggrine, précurseur de la filaggrine, et 
les granules de type L contenant la loricrine, composant de l'enveloppe cornée. 
Les kératinosomes ou corps lamellaires sont des organites spécifiques du kératinocyte 
granuleux et dérivés de l'appareil de Golgi. Vésicules arrondies contenant en majorité des 
lipides organisés en lamellae, ils sont sécrétés au pôle apical et libèrent leur contenu dans ce qui 
deviendra l'espace intercornéocytaire. 
II.A.4. La couche cornée ou stratum corneum (SC) 
L'épaisseur de la couche cornée varie suivant les régions anatomiques. Le nombre d'assises 
la composant est considérablement augmenté au niveau de la plante des pieds et de la paume 
des mains, autrement dit dans les zones palmo-plantaires. Dans la couche cornée, les cellules 
ne sont plus appelées kératinocytes mais cornéocytes. De forme polyédrique et aplatie, ce sont 
les plus grandes cellules de l'épiderme. Ce sont des cellules mortes ayant perdu leurs organites, 
dont le noyau, lors de la cornification. Les cornéocytes représentent donc le stade ultime de la 
différenciation terminale kératinocytaire. Ils sont générés par un processus de mort cellulaire 
programmée particulier maintenant les cellules « momifiées » à la surface de la peau. Leur 
cytoplasme a été remplacé par une matrice fibreuse dense de kératines et leur membrane 
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plasmique par une coque protéique et lipidique insoluble appelée enveloppe cornée. L'espace 
intercornéocytaire s'est chargé de lamellae lipidiques et les desmosomes ont été modifiés en 
cornéodesmosomes.  
Selon le degré de cohésion entre les cornéocytes ainsi que leur nombre, la couche cornée 
peut être séparée en deux strates : le stratum compactum en profondeur est très cohésif alors 
que le stratum disjunctum en surface est le siège de la desquamation, phénomène de 
dégradation des cornéodesmosomes aboutissant à l'élimination des cornéocytes par 
détachement. 
En surface, les cornéocytes en voie de décollement créent de nombreux espaces où les 
bactéries résidantes de la peau (1012 bactéries/m2), du genre Propionibacterium, Micrococcus, 
Corynebacterium, Acinebacterium ou encore l’espèce Staphylococcus epidermis, trouvent 
refuge et prospèrent. Elles sont particulièrement adaptées au milieu acide du film 
hydrolipidique, où elles se nourrissent des débris de cornéocytes ou de cellules de la glande 
sébacée. Certaines levures, par exemple de type Malassezia, font également partie de la flore 
cutanée. Les pathogènes, tels Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa et certaines espèces de bacilles peuvent être présents à la surface de la peau mais ne 
s'y développent pas en condition physiologique. 
 
Ainsi, les kératinocytes naissant dans la couche basale entament un périple d'environ 28 
jours vers la surface de la peau. Au cours de ce voyage garant du renouvellement continu de 
l'épiderme, ils subissent de très nombreuses modifications aboutissant au final à la mort de la 
cellule. Ce processus doit être très finement régulé, la mort prématurée des cellules ou au 
contraire leur prolifération excessive entrainant des troubles délétères de la barrière cutanée. 
II.B. Régulat ion de la différenciat ion 
L’orchestration de la différenciation épidermique dépend d'une balance fine entre 
inducteurs et répresseurs. Ils se présentent sous forme de petites molécules non protéiques 
telles que les ions ou les vitamines, et de protéines telles que les facteurs de croissance ou les 
facteurs de transcription.  
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II.B.1. Le calcium 
Dans l'épiderme, un gradient calcique croissant est présent depuis les couches basales vers 
les couches les plus superficielles (Lee et al., 1992). A la transition couche épineuse / couche 
granuleuse, le calcium qui était essentiellement intracellulaire s’accumule dans les 
mitochondries et les corps lamellaires ainsi que dans l'espace extracellulaire (Menon et al., 
1985). Ce gradient, primordial pour la différenciation kératinocytaire, régule la sécrétion des 
corps lamellaires et la transcription des marqueurs de différenciation tels que la loricrine, 
l'involucrine ou la filaggrine (Elias et al., 2002). L’expression du récepteur au calcium (CaR) 
dont la présence à la membrane plasmique est requise in vitro pour la réponse des 
kératinocytes, diminue au cours de la différenciation (Figure 4). Les souris déficientes pour ce 
récepteur présentent des anomalies morphologiques associées à une diminution de l’expression 
des marqueurs de différenciation (Tu et al., 2004; Tu et al., 2007).  
Ces propriétés sont mises à profit en culture cellulaire puisque les kératinocytes dont le 
milieu est pauvre en calcium (< 0,07 mM) prolifèrent sans former de contacts intercellulaires ni 
stratifier alors que ceux dont le milieu est riche en calcium (> 0,1 mM) redistribuent certaines 
protéines à la membrane plasmique où elles participent à l'élaboration de contacts 
intercellulaires et se différencient (Pillai et al., 1990). 
II.B.2.  Les vi tamines 
La vitamine D, dont la peau est la source principale suite à une exposition à la lumière UV, 
et la vitamine A, jouent le rôle d'hormones pléiotropes à récepteur nucléaire (Pour revue - 
Reichrath et al., 2007).  
Le traitement de kératinocytes en culture par le métabolite actif de la vitamine D, le 1,25-
(OH)2D3, induit la surexpression de nombreux gènes de la différenciation épidermique (Lu et 
al., 2005) ainsi que certaines des protéines correspondantes (Su et al., 1994; Gibson et al., 1996; 
Palmer et al., 2008). Cependant, la déplétion chez la souris du récepteur nucléaire de la 
vitamine D induit certes une alopécie, la diminution de l'expression de certains marqueurs de la 
différenciation épidermique et la disparition des granules de kératohyaline, mais pas de défaut 
majeur de différenciation (Xie et al., 2002). La vitamine D peut également agir en synergie avec 
le calcium lors de la différenciation kératinocytaire (Bikle et Pillai, 1993) (Figure 4). En effet, 
les souris dont le gène de l’enzyme 1-α-hydroxylase, impliquée dans la conversion de la 
vitamine D en métabolite actif, a été invalidé présentent non seulement une diminution 
irréversible des marqueurs de différenciation mais également un gradient calcique anormal, 
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provoquant des défauts des fonctions de barrière (Bikle et al., 2004). Au niveau thérapeutique, 
le métabolite actif 1,25-(OH)2D3  et ses analogues sont utilisés en application topique pour traiter 
le psoriasis, souvent en combinaison avec des corticostéroïdes. 
 
 
Figure 4 : Synergie du calcium et de la vitamine D lors de la différenciation 
kératinocytaire 
L’activation du récepteur membranaire calcique induit un accroissement de l’activité de la 
phospholipase C (PLC), la libération d’inositol triphosphate (InsP3) et de diacylglycérol (DAG). 
L’influx calcique et l’activation de protéine kinase C alors induits entraînent la transcription de 
protéines de la différenciation épidermique (Bikle et al., 2005). La vitamine D potentialise l’action 
du calcium : elle augmente l’expression du CaR et elle active la PLC. Certains promoteurs des 
gènes impliqués dans la différenciation épidermique présentent des éléments de réponse au 
calcium (CaRE) et à la vitamine D (VDRE). 
Les rétinoïdes, appellation regroupant les dérivés de la vitamine A, ont une action 
activatrice ou répressive à la fois sur la prolifération et sur la différenciation des kératinocytes. 
Les rétinoïdes diminuent la vitesse de prolifération des kératinocytes dans les épithéliums 
hyperprolifératifs, et augmentent celle de l'épiderme normal. De même, ils répriment la 
différenciation kératinocytaire dans les épithéliums normaux en diminuant l'expression des 
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marqueurs tardifs de différenciation, mais l’induisent dans les épithéliums non stratifiés 
(Asselineau et Darmon, 1995), et les écailles d'épiderme psoriasique (Zouboulis, 2000). 
L'acitrétine, un dérivé de synthèse de la vitamine A, est prescrite dans le traitement des formes 
sévères de psoriasis et de dermatoses particulières, comme les ichtyoses et la maladie de Darier 
(OMIM #124200). 
II.B.3. Les facteurs de transcription 
L’identification des facteurs de transcription responsables de la régulation de la 
transcription des gènes spécifiques de la différenciation épidermique est un projet titanesque. 
Les premiers facteurs découverts étaient tous de nature ubiquiste. Le modèle proposé alors 
exposait la régulation de la différenciation comme résultant de la combinaison spécifique de 
facteurs ubiquistes exprimés à des niveaux variables (Figure 5). A ce premier niveau de 
complexité s’est depuis ajouté un niveau supplémentaire avec l’identification de facteurs 
spécifiques, d’expression très restreinte. En effet, chaque nouveau facteur identifié augmente de 
manière exponentielle les combinaisons envisageables sur un même promoteur. La description 
des voies de signalisation, notamment dans les étapes tardives de la différenciation 
kératinocytaire, est cruciale pour la compréhension de la mise en place et du maintien des 
fonctions de barrière, mais également pour identifier des cibles thérapeutiques dans les 
pathologies liées à l’altération de ces voies, comme par exemple les cancers. 
II.B.3.a.  Les facteurs ubiquistes 
La famil le AP-1, dont le site consensus est présent dans 32% des promoteurs de 
vertébrés, est sans surprise impliquée dans la régulation d'un grand nombre de gènes de la 
différenciation tels que la profilaggrine (Jang et al., 2000), l'involucrine (LaPres et Hudson, 
1996), la desmogléine 1 (Adams et al., 1998)... Cependant, les niveaux d'expression des 
différents membres de cette famille varient suivant les strates de l'épiderme considérées 
(Figure 5) (Angel et al., 2001). La famille AP-2 comprend cinq isoformes dont une seule est 
spécifique de l'épiderme : AP2ε (Tummala et al., 2003). L’ablation conditionnelle de certains 
de ses membres chez la souris a uniquement souligné une redondance fonctionnelle (Wang et 
al., 2006b; Guttormsen et al., 2008; Wang et al., 2008). A ces deux grandes familles s'ajoutent 
également les familles Sp1, Sp3, CREB-1 ou encore ETS qui, bien qu'ubiquistes, sont 
impliquées dans la régulation de la différenciation. 
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Figure 5 : Expression différentielle des protéines AP-1 dans l’épiderme 
Estimation semi-quantitative de l’intensité de fluorescence obtenue par immunofluorescence sur 
coupe d’épiderme humain (cercle) et de peau reconstruite après 8 jours de différenciation (triangle) 
(Mehic et al., 2005). 
II.B.3.b.  Les facteurs spécifiques 
Seul un petit nombre de facteurs de transcription spécifiques et d’expression différentielle 
au sein de l’épiderme ont été décrits. Il s’agit de « Distal-less homeobox 3 » (DLX3), « Krüppel-
like factor 4 » (KLF4), « Grainyhead-like 3 » (GRHL3), « GATA binding protein 3 » (GATA3) 
et « B lymphocyte-induced maturation protein 1 » (BLIMP1).  
Le rôle de DLX3 a été étudié principalement par le biais de modèles murins. Les souris 
exprimant DLX3 de manière ectopique dans la couche basale meurent en période périnatale, 
suite à un trouble de la barrière caractérisé par un épiderme atrophique et parakératosique 
(Morasso et al., 1996). L'importance de ce facteur a cependant été reconsidérée puisque son 
invalidation uniquement dans l'épiderme n'induit pas de phénotype cutané chez les souris 
(Hwang et al., 2008).  
Les souris dont le gène KLF4 a été inactivé meurent rapidement après la naissance suite à 
une perte de la fonction de barrière. Le tissu présente des anomalies limitées aux couches 
granuleuse et cornée (Segre et al., 1999). L’expression ectopique de KLF4 dans la couche 
basale induit une mise en place de la barrière plus précoce, tout comme l'expression de 
marqueurs tardifs de la différenciation (Jaubert et al., 2003). Deux études plus récentes utilisant 
des puces à ADN ont montré que KLF4 régule plusieurs gènes impliqués dans divers aspects 
de la différenciation kératinocytaire et que son action est probablement modulée par d'autres 
facteurs de transcription puisqu'il présente à la fois des propriétés répressives et activatrices 
(Djalilian et al., 2006; Patel et al., 2006).  
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Appelé aussi Get-1, GRHL3 fait partie d'une famille de trois membres. Les souris 
déficientes pour ce gène présentent entre autre des défauts sévères de la fonction de barrière et 
de la différenciation. En effet, un grand nombre de gènes du complexe de différenciation 
épidermique ainsi que le gène de la transglutaminase-1 (TGM1) figurent parmi ses cibles (Yu et 
al., 2006). 
GATA3 est fortement exprimé dès les premières couches suprabasales et les souris 
déficientes pour ce gène présentent un trouble majeur de la barrière et meurent de 
déshydratation quelques heures après la naissance (de Guzman Strong et al., 2006). En plus de 
cibler les gènes des marqueurs connus de la différenciation, GATA3 cible directement 
plusieurs gènes du métabolisme lipidique, expliquant les défauts lipidiques observés chez les 
souris déficientes. 
La protéine BLIMP1 encodée par le gène PRDM1 est exprimée dans les couches les plus 
différenciées de l'épiderme (Horsley et al., 2006). A ce jour facteur le plus tardivement exprimé 
lors de la différenciation épidermique embryonnaire, BLIMP1 n'est pas requis strictement pour 
la fonction de barrière même s'il est un régulateur de la cornification (Magnusdottir et al., 
2007). L’invalidation du gène chez la souris n’entraîne pas de phénotype létal mais la 
morphologie de l'épiderme est perturbée, notamment les kératinocytes granuleux sont plus 
nombreux et de volume plus important. 
 
Le stade ultime de cette différenciation si finement régulée au niveau transcriptionnel est 
une cellule morte et anucléée : le cornéocyte. C’est donc dans le kératinocyte granuleux qu’ont 
lieu les dernières réactions de transcription et de traduction menant à la synthèse des molécules 
impliquées dans la cornification et la desquamation. 
II.C. L’étape finale de la différenciat ion :  la  cornificat ion 
Longtemps considéré comme un tissu inerte, la couche cornée doit au contraire remplir un 
grand nombre de fonctions regroupées en partie sous le terme de fonction de barrière : 
résistance mécanique, rôle photoprotecteur, biosenseur, maintien du déséquilibre hydrique 
entre l’organisme et l’environnement par limitation de la perte d'eau transépidermique, ainsi 
qu’obstacle à l'entrée des pathogènes et des agents chimiques (Figure 6). 
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Figure 6 : Représentation schématique des fonctions de barrière de l'épiderme 
 
Au début des années 80, Peter Elias proposa un modèle dans lequel la couche cornée était 
décrite comme une couche hétérogène à deux compartiments et il la compara à un mur de 
briques : les briques représentant les cornéocytes et le ciment les scellant représentant les 
lamellae lipidiques (Elias, 1983). Cette représentation fut rapidement complexifiée puisqu’il fut 
montré que les lamellae, si elles assurent l'étanchéité, n'assurent pas en revanche la cohésion 
intercornéocytaire dont sont responsables les cornéodesmosomes, seules structures 
jonctionnelles détectées dans la couche cornée.  
II.C.1. Le cornéocyte 
Le passage de kératinocyte vivant différencié à celui de cornéocyte induit de profonds 
bouleversements dans la morphologie de la cellule. Tous les organites, y compris le noyau, sont 
rapidement dégradés et le cytoplasme consiste alors en un réseau de fibres de kératines 
attachées sur toute la surface interne de l’enveloppe cornée. 
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II.C.2. Une mort  cel lulaire programmée particul ière 
Processus de mort cellulaire le plus répandu et le mieux caractérisé, l'apoptose permet 
l'élimination de cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles. Contrairement à la nécrose qui 
touche tout un groupe de cellules et entraîne une réponse inflammatoire à cause des résidus 
cellulaires, l'apoptose touche une cellule isolée. Lors de ce processus, le volume de la cellule 
diminue, la chromatine se condense et se fragmente, la convolution de ses membranes 
nucléaire et cytoplasmique associée à un remaniement du cytosquelette, entraîne la formation 
de corps apoptotiques phagocytés par les macrophages avoisinants, évitant ainsi l'induction 
d'une réaction inflammatoire.  
Certaines caractéristiques sont communes à l'apoptose et à la cornification (Gandarillas, 
2000) : l'ADN est dégradé, le noyau et les organites disparaissent, les transglutaminases (EC 
2.3.2.13) sont activées, l'expression de Bcl-2 est stoppée et des membres de la famille p53 sont 
activés (principalement p63 lors de la cornification). Les caspases, protéines actrices de 
l'apoptose, sont présentes dans l'épiderme humain normal mais sous leur forme inactive. Seule 
la caspase-14 non-apoptotique, exprimée uniquement dans les épithéliums cornifiés, est activée 
(Raymond et al., 2007). Elle est impliquée notamment dans le clivage de la profilaggrine (Pour 
revue - Denecker et al., 2008). Par ailleurs, les transglutaminases (TGM) participent à la 
formation de l'enveloppe cornée et sont associées à l'apoptose. 
L'apoptose et la cornification sont cependant deux phénomènes distincts (Gandarillas et al., 
1999). Alors que l'apoptose vise à détruire les cellules, la cornification, elle, vise au contraire à 
les maintenir par delà leur mort comme composant essentiel à la fonction de barrière. C'est le 
processus de desquamation qui est responsable de l'élimination des cornéocytes. La membrane 
ne bourgeonne pas en corps apoptotiques mais est remplacée par une coque rigide et 
fonctionnelle pendant que les organites sont détruits et remplacés par une matrice fibreuse. 
Enfin, la cornification touche simultanément tous les kératinocytes granuleux d'une assise et 
non pas des cellules isolées. 
II.C.2.a.  La matrice fibreuse intracornéocytaire 
II.C.2.a.i. Les  kéra tines 
La haute résistance mécanique de l'épiderme est en partie assurée par un réseau protéique 
filamenteux de kératines s’insérant sur un réseau de desmosomes (Figure 7). La 
nomenclature la plus récente regroupe les gènes sous l'appellation KRT 1 à 24 et les protéines 
correspondantes K1 à 24 (Schweizer et al., 2006). Elles sont classées en deux familles. Le type I 
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correspond aux kératines acides K9 à 23 dont les gènes sont situés sur le locus 17q12. Le type 
II correspond aux kératines basiques K1 à 8 dont les gènes sont situés sur le locus 12q13.  
 
 
Figure 7 : Les kératines 
(A) Les filaments de kératines (rouge) et la desmoplakine (vert), composant des desmosomes, 
sont marqués dans les kératinocytes immortalisés de la lignée HaCaT. (B) Les filaments 
intermédiaires de kératines (flèche noire) s’insèrent sur les desmosomes (flèche blanche) au niveau 
des contacts cellule/cellule réalisés par les kératinocytes de la couche épineuse. (C) La flèche 
indique les faisceaux de kératines visibles en microscopie électronique dans une cellule HaCaT 
(Moll et al., 2008). 
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Quel que soit leur type, elles présentent une structure identique : le domaine central très 
conservé et organisé en quatre hélices alpha est flanqué de deux domaines globulaires appelés 
tête et queue. Les kératines s'apparient tout d'abord en hétérodimères composés d'une kératine 
basique et d'une kératine acide. Deux hétérodimères s'associent de façon antiparallèle en 
tétramères qui, en interagissant par leurs extrémités, permettent l'élongation d'un protofilament 
de 3 nm de diamètre. Huit protofilaments forment ensemble un filament intermédiaire de 10 
nm de diamètre (Figure 8).  
 
Figure 8 : Structure des filaments intermédiaires de kératines 
Une kératine basique et une kératine acide (A) s’enroulent et forment un dimère (B). 
L’enchaînement de dimères antiparallèles associés en tétramères (C) forme un protofilament (D). 
L’association de huit protofilaments enroulés ensemble forme un filament de kératine (E). 
D’après (Alberts, 2002). 
Les kératines sont exprimées uniquement dans les épithéliums. Chaque paire est spécifique 
non seulement d'un tissu mais également de son état de différenciation. La paire K3/K12 n’est 
détectée que dans les couches suprabasales de la cornée de l'œil alors que la paire K8/K18 est 
caractéristique des épithéliums simples. Au niveau de l'épiderme, seule la paire K5/K14 est 
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exprimée dans la couche basale où elle représente environ 20% des protéines de cette assise. 
Dès la transition vers la couche épineuse, la paire K1/K10 se substitue à K5/K14 et peut 
représenter au final jusqu'à 80% de la masse du cornéocyte. K10 peut être également associée à 
K2 ou encore à K9 dans l'épiderme palmo-plantaire. La paire K6/K16 est, elle, caractéristique 
de l'état hyperprolifératif de l'épiderme, aussi bien dans des conditions physiologiques lors de la 
cicatrisation que dans des cas pathologiques tels que le psoriasis (Pour revue - Moll et al., 2008). 
De nombreuses génodermatoses sont causées par des mutations des kératines 
épidermiques, qui ont, pour la plupart, un effet dominant négatif. La gravité des phénotypes 
dépend à la fois de la couche épidermique dans laquelle est exprimée la kératine mise en jeu 
ainsi que de la nature et de la position de la mutation. Par exemple, l’épidermolyse bulleuse 
simple de type Dowling-Meara (OMIM #131760) est causée par une anomalie située dans les 
régions globulaires des kératines basales K5 ou K14 entraînant un grave défaut de cohésion 
entre les kératinocytes basaux, ce qui conduit à la rupture de ces cellules. Des anomalies des 
kératines suprabasales K1 ou K10 sont impliquées dans les hyperkératoses épidermolytiques 
(OMIM #113800 et #607602), l’ichtyose hystrix de Curth-Macklin (OMIM #146590), la 
kératose palmo-plantaire striée (OMIM #607654), les kératodermies palmoplantaires non 
épidermolytiques (OMIM #600962). Les kératodermies palmoplantaires épidermolytiques 
(OMIM #144200) peuvent être causées par des mutations de K10 et de K9. Des mutations de 
K2 sont responsables de l’ichtyose bulleuse de Siemens (OMIM #146800).  
II.C.2.a.ii. La fi laggrine -  FLG 
L'architecture des réseaux de filaments intermédiaires est contrôlée par des « Intermediate 
Filament Associated Protein » (IFAP). Dans la couche cornée, l'agrégation est assurée par la 
f i laggr ine « Filament aggregating protein ». Le gène de la filaggrine, situé dans le complexe de 
différenciation épidermique localisé en 1q21, code pour un précurseur insoluble hautement 
phosphorylé : la profilaggrine. Celle-ci est synthétisée dans la couche granuleuse et localisée 
dans les granules de kératohyaline. Lors de la cornification, la profilaggrine est déphosphorylée 
et clivée en sous-unités de filaggrine par plusieurs protéases dont la caspase 14, la calpaïne 
(McGrath et Uitto, 2008) et l’élastase 2 (Bonnart et al., 2010). Les monomères libérés agrègent 
les filaments intermédiaires qui sont alors liés de manière covalente en macrofibrilles par les 
transglutaminases, ce qui rend le réseau dense et peu sensible à la protéolyse (Manabe et al., 
1991; Dale et al., 1997). Au fur et à mesure de la migration du cornéocyte vers la surface, la 
filaggrine est désiminée par les peptidyl-arginine désiminases et perd alors son affinité pour les 
filaments intermédiaires (Nachat et al., 2005). Sa dégradation consécutive libère des acides 
aminés libres qui entrent dans la composition du facteur naturel d'hydratation (Figure 9). Par 
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ses propriétés hygroscopiques, le facteur naturel d'hydratation permet la rétention de l'humidité 
nécessaire à la fonction de barrière. 
 
 
Figure 9 : Métabolisme de la filaggrine 
Schématisation de la partie supérieure de l’épiderme et des étapes de production des acides aminés 
libres qui forment le facteur naturel d’hydratation. Les protéases impliquées dans la régulation du 
métabolisme sont indiquées en bleu. 
L’implication de la filaggrine dans la physiopathologie de l’ichtyose vulgaire (OMIM 
#146700), maladie autosomique dominante, a été confirmée récemment par la découverte de 
mutations entrainant une perte de fonction de la protéine. L’identification des mutations 
R501X et 2282del4, présentes chez environ 10% de la population européenne et causant la 
formation d’un codon stop prématuré (Smith et al., 2006), a été suivie de l’identification de 
mutations différentes dans des cohortes d’individus asiatiques (Pour revue - Sandilands et al., 
2009). Des mutations de FLG sont également associées à la dermatite atopique (OMIM 
%603165). De plus, leur présence aggrave les symptômes de l’alopécie areata (OMIM 
%104000) et de l’ichtyose liée à l’X (OMIM #308100) (Pour revue - McGrath et Uitto, 2008).  
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La filaggrine fait partie du cluster « S100 fused-type protein » (SFTP), qui comprend cinq 
gènes supplémentaires : Cornuline (Contzler et al., 2005), Filaggrine-2 (Wu et al., 2009a), 
Hornerine (Wu et al., 2009b), Repetine (Huber et al., 2005) et Trichohyaline (Lee et al., 1993). 
Les protéines qu’ils codent sont formées d’un domaine S100, d’un domaine EF-hand et de 
domaines formés de répétition en tandem, qui sont caractéristiques de précurseurs de 
l’enveloppe cornée. 
II.C.2.b.  L'enveloppe cornée 
Étape irréversible de la cornification, la formation de l'enveloppe cornée, qui englobe la 
matrice dense intracornéocytaire et remplace la membrane plasmique, est assurée par les 
transglutaminases. Cette enveloppe se compose d’une coque protéique insoluble à laquelle une 
monocouche de céramides est liée de manière covalente. Les gènes codant pour les protéines 
d’enveloppe sont très majoritairement regroupés dans le complexe de différenciation 
épidermique en position 1q21. 
II.C.2.b.i. Les  transglu taminases épidermiques 
Les transglutaminases sont des enzymes dépendantes du calcium qui catalysent la formation 
de liens covalents ε-(γ-glutamyl)-lysine (Figure 10) (Pour revue - Iismaa et al., 2009).  
 
 
Figure 10 : Réaction de pontage covalent catalysée par les transglutaminases 
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Chez les mammifères, les neuf membres de cette famille sont codés par des gènes distincts 
non regroupés en locus. Chaque transglutaminase présente une spécificité de substrat 
particulière. Dans l'épiderme, quatre isoformes sont exprimées : TGM2 est une enzyme 
ubiquiste faiblement exprimée dans ce tissu en condition normale ; TGM1, TGM3 et TGM5 
sont spécifiques de l’épiderme et des annexes, et exprimées majoritairement dans les couches 
vivantes suprabasales (Figure 11).  
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Figure 11 : Les transglutaminases exprimées dans l'épiderme 
 
L’expression de TGM1 dépend du stade de différenciation kératinocytaire. Elle débute 
dans la couche épineuse de l’épiderme et augmente fortement dans la couche granuleuse. La 
liaison thioester d’un acide gras sur l’une des cinq cystéines de sa région N-terminale permet 
son ancrage à la face interne de la membrane plasmique du kératinocyte. Après activation par 
clivage protéolytique, elle catalyse non seulement les pontages covalents entre protéines 
précurseurs de l’enveloppe cornée, mais elle lie aussi les groupements (ω) hydroxyl terminaux 
des ω–hydroxycéramides à longues chaînes aux protéines d’enveloppe, principalement à 
l’involucrine. Chez l’Homme, des mutations de TGM1 entraînent soit une érythrodermie 
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ichtyosiforme congénitale non bulleuse, de transmission autosomique récessive (OMIM 
#242100), soit une génodermatose récessive grave : l’ichtyose lamellaire de type 1 (OMIM 
#242300). Le bébé « collodion » naît enveloppé d’une membrane et, dans certains cas, meurt 
peu de temps après la naissance. Les caractéristiques histologiques de l’épiderme sont : une 
hyperkératose associée à un profil des céramides altéré, une augmentation des pertes hydriques 
transcutanées et un défaut de l’organisation des lipides extracornéocytaires. Les souris 
déficientes pour ce gène présentent un phénotype comparable et meurent systématiquement 
dans les heures suivant la naissance. L’analyse de l’épiderme de ces souris montre de graves 
défauts lors de la formation de l’enveloppe cornée associée à une perte de la barrière 
imperméable (Matsuki et al., 1998).  
La TGM2 est absente ou faiblement exprimée dans l’épiderme normal, où elle est 
principalement localisée dans la couche basale. Particulièrement importante lors de la 
cicatrisation, elle peut provenir dans ce cas-là des fibroblastes dermiques. Majoritairement 
cytosolique, elle est néanmoins détectée à la membrane plasmique et dans l’espace 
extracellulaire où elle se lie à la matrice, jouant alors un rôle dans la stabilisation de cette 
dernière. Les mécanismes moléculaires par lesquels la TGM2 est externalisée ne sont pas 
connus. 
La TGM3 est exprimée au cours des étapes tardives de la différenciation épidermique et 
elle est localisée dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux les plus superficiels. 
Synthétisée sous forme de zymogène, elle est clivée en deux fragments par la cathepsine L 
(Cheng et al., 2006) et son activation complète requiert la fixation de trois ions Ca2+. La liaison 
d’un GTP entraine l’inactivation de l’enzyme qui recouvre sa forme active après hydrolyse du 
nucléotide en GDP. Dans les kératinocytes en culture, TGM3 est distribuée de manière diffuse 
à travers tout le cytoplasme. Même si plusieurs substrats sont communs à TGM1 et TGM3, 
elles ne ciblent pas les mêmes résidus au sein des protéines et peuvent agir séquentiellement sur 
une même protéine, par exemple « Small proline rich protein 1 » (SPRR1). Si aucune mutation 
de TGM3 n’a été associée à une pathologie humaine, la protéine TGM3 est l’autoantigène 
dominant dans la dermatite herpétiforme (OMIM 601230) (Sardy et al., 2002). De plus, les 
souris déficientes pour ce gène présentent une altération de la structure des poils et des vibrisses 
mais aucun phénotype épidermique (Thiebach et al., 2007). 
La TGM5 est une enzyme ubiquiste. Dans l’épiderme, elle est détectée dans la couche 
granuleuse. In vitro, elle catalyse efficacement le pontage covalent de loricrine, involucrine et 
SPRR3 (Candi et al., 2001). Contrairement aux autres TGM épidermiques, elle ne requiert pas 
d’activation par clivage protéolytique. Une mutation de type perte de fonction cause le 
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syndrome de peau déciduale acrale (OMIM #609796), caractérisé par un détachement de 
lambeaux de couche cornée suite à la formation de bulles au niveau de l’interface couche 
granuleuse/couche cornée (Cassidy et al., 2005). 
II.C.2.b.ii. Mise en place  de l ’enveloppe cornée 
La mise en place de l'enveloppe cornée est un processus séquentiel qui se déroule en trois 
grandes étapes (Figure 12). 
 
1e étape : initiation de la formation de l’enveloppe cornée 
L’initiation de ce processus est déclenchée par l’augmentation de la concentration calcique 
intracellulaire dans les couches suprabasales, ce qui induit la synthèse de la périplakine, 
l'envoplakine et l'involucrine dans les assises supérieures de la couche épineuse. Ces trois 
protéines sont alors assemblées à partir de la plaque desmosomale le long de la surface interne 
de la membrane plasmique en un échafaudage protéique solidifié principalement par l'action de 
la TGM1, elle-même liée à la membrane (Steinert et Marekov, 1997; DiColandrea et al., 2000). 
Les transglutaminases pontent également des protéines desmosomales, modifiant ainsi 
radicalement les propriétés des jonctions cellulaires et leur interaction avec le cytosquelette 
(Kee et Steinert, 2001). 
Chez la souris, l’invalidation séparée de l’envoplakine (Maatta et al., 2001), de la 
périplakine (Aho et al., 2004) ou de l’involucrine (Djian et al., 2000) n’engendre aucun 
phénotype particulier. L’invalidation simultanée de ces trois gènes n’entraîne qu’un retard de la 
mise en place des fonctions de barrière au cours de l’embryogenèse, et une hyperkératose 
associée à une desquamation anormale persistante chez l’adulte (Sevilla et al., 2007). L’absence 
de phénotype drastique, alors que ces trois protéines sont impliquées dans l’étape d’initiation 
de la formation de l’enveloppe cornée, suggère une forte redondance fonctionnelle.  
2e étape : renforcement de l’enveloppe cornée 
Dans la couche granuleuse, l’assemblage est renforcé par l'incorporation majoritairement de 
loricrine et de SPRR. La loricrine insoluble est contenue dans les granules L. Le pontage de 
cette dernière avec les SPRR très solubles, sous l'action de la TGM3, provoque sa 
solubilisation. Ces complexes sont alors incorporés à l’enveloppe cornée par l’intermédiaire de 
la TGM1. D'autres protéines minoritaires sont liées à l'enveloppe cornée telles que répétine, 
trichohyaline, cystatine A, SKALP/elafin, filaggrine ainsi que les filaments intermédiaires de la 
matrice dense (Haftek et al., 1991). Les protéines de la famille « Late Cornified Envelope » 
(LCE) sont exprimées très tardivement dans les kératinocytes granuleux et sont parmi les 
derniers constituants à être incorporés à l’enveloppe cornée. 
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Chez les souris dont le gène de la loricrine a été inactivé, aucun phénotype anormal n’a été 
détecté, suggérant dans ce cas également une redondance fonctionnelle avec d’autres 
composants de l’enveloppe cornée (Jarnik et al., 2002). Chez l’Homme, cependant, des 
mutations de la loricrine sont associées à une forme mutilante du syndrome de Vohwinkel 
(OMIM #604117) et à l’érythrokératodermie progressive symétrique (OMIM #602036). Dans 
les deux cas, les manifestations s’expliquent par un gain de fonction consécutif à l’apparition 
d’un signal de localisation nucléaire (Ishida-Yamamoto, 2003).  
3e étape : formation de l’enveloppe lipidique 
Enfin, dans la partie supérieure de la couche granuleuse, l'enveloppe lipidique est formée. 
Les acylglucocéramides, précurseurs des ω-hydroxycéramides accumulés dans les lamellae des 
corps lamellaires, sont libérés, par fusion membranaire, à l'interface couche granuleuse/couche 
cornée. Leurs chaînes d'acide gras particulièrement longues (supérieure à C30) traversent 
entièrement la bicouche lipidique. La TGM1 catalyse l’estérification liant les céramides aux 
résidus de l'involucrine (Downing, 1992; Nemes et Steinert, 1999). Les céramides remplacent 
progressivement les phospholipides de la membrane plasmique (Swartzendruber et al., 1987), 
et leurs chaînes sphingosines devenues libres créent des interdigitations dans les lipides 
extracellulaires permettant leur accumulation et leur organisation en lamellae (Madison, 2003).  
 
 
Figure 12 : Formation de l'enveloppe cornée 
(Candi et al., 2005) 
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Les cornéocytes sont donc rendus individuellement très résistants par les propriétés 
intrinsèques de la matrice fibreuse entourée de l’enveloppe cornée. De plus, cette résistance est 
conférée à l’ensemble de la couche cornée par les cornéodesmosomes, structures spécifiques 
de la couche cornée de l’épiderme qui assurent la cohésion des cornéocytes. 
II.C.3. Cohésion intercornéocytaire :  le cornéodesmosome 
Les desmosomes permettent la jonction entre deux cellules adjacentes à la manière d'un 
rivet. Durant le programme de différenciation épidermique, le nombre, la taille et la 
composition des desmosomes changent drastiquement. Dans la couche basale, ils sont larges et 
peu nombreux. Au cours de l’ascension des kératinocytes dans la couche épineuse, le nombre 
de desmosome augmente progressivement tandis que leur taille se réduit (McMillan et al., 
2003). La composition et la structure des desmosomes présents dans les couches vivantes de 
l'épiderme changent lors de la transition couche granuleuse/couche cornée, cette jonction est 
alors appelée cornéodesmosome (Serre et al., 1991; Haftek et al., 1997; Haftek et al., 1998).  
Les desmosomes sont constitués de nombreuses protéines parmi lesquelles on distingue 
les cadhérines desmosomales : glycoprotéines transmembranaires dont la partie extracellulaire 
est responsable des propriétés adhésives. Elles forment le cœur du desmosome. Leur partie 
intracellulaire est ancrée à la plaque desmosomale, elle-même reliée au cytosquelette par des 
filaments d’ancrage (Figure 13 A). 
 
 
Figure 13 : Desmosome et cornéodesmosome 
Représentation schématique d’un desmosome (A) et d’un cornéodesmosome (B). Image en 
microscopie électronique à transmission d’un desmosome (C), de la transition entre desmosome et 
cornéodesmosome à la transition couche granuleuse/couche cornée (SG/SC) (D) et d’un 
cornéodesmosome (E). Barre = 0,1 µm (Jonca et al., 2009).  
Introduction – La différenciation kératinocytaire 
Etape finale de la différenciation : la cornification 
41 
Les cadhérines desmosomales s’organisent en deux familles, celle des desmogléines compte 
quatre isoformes : DSG1 à 4 (Whittock et Bower, 2003) et celle des desmocollines en compte 
trois : DSC1 à 3 (King et al., 1993). Leurs gènes sont regroupés en locus sur le chromosome 18 
et la transcription de chacun est régulée suivant le stade de différenciation kératinocytaire 
(Kottke et al., 2006). L’expression de DSG2 est restreinte à la couche basale. DSG3, DSC3 et 
DSC2 sont exprimées majoritairement dans la couche basale et remplacées au cours de la 
différenciation kératinocytaire par DSC1, DSG1 et DSG4 (Figure 14).  
Le mode d’interaction des cadhérines desmosomales entre deux cellules adjacentes (trans) 
est encore inconnu. Une étude par résonnance plasmonique de surface montre qu’en présence 
de Ca2+, DSC2 et DSG2 hétérodimérisent préférentiellement, et seule DSC2 forme des 
homodimères (Syed et al., 2002). Dans l’épiderme, les interactions trans entre cadhérines 
pourrait être renforcées par des interactions cis, c’est-à-dire entre cadhérines de la même 
cellule, supprimant alors la dépendance au Ca2+. 
Chez l’Homme, des mutations de DSG1 sont associées à une kératose palmo-plantaire 
striée de type 1 (OMIM #148700), et des mutations de DSG4 à une hypotrichose (OMIM 
#607903). Des mutations de DSC2 ne causent aucun phénotype épidermique mais sont 
associées à des anomalies cardiaques, montrant l’importance des membres de cette famille dans 
la cohésion des tissus soumis à un fort stress mécanique. 
 
 
Figure 14 : Profil d'expression des composants des desmosomes de l'épiderme 
(Kottke et al., 2006) 
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La liaison des filaments intermédiaires aux protéines du cœur desmosomal est assurée par 
les protéines de la plaque desmosomale. Elles sont divisées en deux familles : les plakines 
(desmoplakine, périplakine, envoplakine et épiplakine) et les protéines à domaine armadillo 
(plakoglobine et plakophiline). Des mutations dans le gène Plakoglobine causent la maladie de 
Naxos (OMIM #601214), caractérisée par une kératodermie palmo-plantaire associée à une 
cardiopathie. Des anomalies du gène Desmoplakine sont responsables d’un ensemble de 
pathologies plus ou moins sévères combinant une ou plusieurs manifestations : un syndrome de 
fragilité cutanée associé à des cheveux fortement crépus (OMIM #607655), une 
cardiomyopathie (OMIM #605676), une kératodermie palmo-plantaire striée de type II 
(OMIM #612908) et une épidermolyse bulleuse acantholytique létale (OMIM #609638) où 
l’expression d’une forme tronquée de desmoplakine, qui a perdu son domaine d’attachement 
aux filaments intermédiaires, ne permet plus la liaison des kératines à la plaque desmosomale et 
conduit au clivage de l’épiderme.  
 
A la transition couche granuleuse/couche cornée, la plaque desmosomale disparaît suite à 
son incorporation à l'enveloppe cornée. Simultanément, le cœur du desmosome se densifie 
(Figure 13 D). Ces réarrangements structuraux sont accompagnés de l'incorporation d'une 
protéine spécifique du cornéodesmosome : la cornéodesmosine (CDSN). Synthétisée par 
les kératinocytes granuleux et libérée dans l'espace intercornéocytaire, elle est incorporée dans 
la partie extracellulaire des cornéodesmosomes. Longue de 529 acides aminés, c'est une 
protéine contenant des domaines riches en glycine et sérine s'organisant en « boucle glycine » 
(Se référer au chapitre Introduction III.E.2) (Guerrin et al., 1998). Il a été montré in vitro que 
le domaine N-terminal de CDSN répondant aux critères du modèle boucle glycine présente 
des propriétés d’adhérence homophile (Jonca et al., 2002; Caubet et al., 2004b). Lors de la 
desquamation, les composants du cornéodesmosome sont progressivement protéolysés, 
permettant le détachement du cornéocyte et donc son élimination (Simon et al., 2001; Caubet 
et al., 2004b). Ce processus est détaillé dans la partie II.C.4.c.  
Les souris dont le gène de la cornéodesmosine a été invalidé meurent dans les heures 
suivant la naissance des suites de déshydratation résultant d’'un décollement de l'épiderme. 
L'incorporation de cornéodesmosine est indispensable au maintien de l'intégrité du 
cornéodesmosome et à la cohésion intercellulaire de l'épiderme (Matsumoto et al., 2008; 
Leclerc et al., 2009). Chez l’Homme, une mutation non-sens de CDSN, aboutissant à la 
synthèse d’une protéine tronquée, est responsable d’une maladie humaine monogénique 
dominante rare : l’hypotrichose simple du cuir chevelu (OMIM #146520).  
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Figure 15 : Composants de l'espace intercornéocytaire et leurs fonctions 
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II.C.4. L’espace intercornéocytaire 
L'espace intercornéocytaire joue un rôle clef à la fois dans la fonction barrière de l'épiderme 
et dans la desquamation (Figure 15). Tous les composants du milieu extracellulaire présents 
dans la couche cornée proviennent des couches vivantes de l'épiderme, et majoritairement de la 
couche granuleuse. Ces composants, lipidiques et protéiques, sont délivrés dans l’espace 
extracellulaire par les kératinosomes à l'interface couche granuleuse/couche cornée.  
II.C.4.a.  Le kératinosome 
Le kératinosome, appelé aussi corps lamellaire, ou corps de Odland, ou encore 
«membrane coating granule», est d'origine golgienne. Organite de forme et de taille hétérogène, 
il contient des lipides organisés en lamellae bien visibles en microscopie électronique, mais 
aussi des protéines, des glycoprotéines et des polysaccharides (Figure 16). Les kératinosomes 
peuvent occuper jusqu'à 10% du volume cytoplasmique des kératinocytes granuleux. D'un 
contenu acide, les kératinosomes contiennent certaines enzymes retrouvées dans les lysosomes. 
La sécrétion du contenu des kératinosomes dans l'espace intercornéocytaire peut être régulée 
par plusieurs facteurs. Une rupture de la barrière par solvant ou détergent induit la sécrétion 
rapide du contenu des corps lamellaires préformés. Le pH ne module pas la vitesse de 
sécrétion, contrairement à la vitamine D et au calcium. Les glucocorticoïdes, dont la production 
est induite notamment par le stress psychologique, réduisent la formation et la sécrétion des 
corps lamellaires.  
Un second modèle a été proposé dans lequel la sécrétion ne serait pas la conséquence de la 
fusion de la membrane plasmique avec la membrane du kératinosome mais de la modification 
de la conformation du réseau membranaire intracellulaire. Les kératinosomes ne seraient pas 
des structures discrètes mais plutôt des circonvolutions d'une membrane continue (Norlen, 
2001). Ce modèle s’appuie entre autre sur des études utilisant des colorants lipophiles comme 
le rouge de Nil montrant la présence d'un réseau tubulo-vésiculaire (Elias et al., 1998). Au sein 
de ce réseau, les composants sécrétés ne sont pas mélangés mais au contraire transportés 
séparément vers le pôle apical, comme le montre l’analyse du transport de différentes protéines 
sécrétées en immunomicroscopie électronique à transmission (Ishida-Yamamoto et al., 2004). 
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Figure 16 : Les corps lamellaires de l’épiderme 
Représentation schématique de l’extrusion des corps lamellaires conduisant à la formation des 
lamellae. D’après (Proksch et al., 2008). (a) Corps lamellaire observé en microscopie électronique. 
Les flèches indiquent la membrane le délimitant. (b) Image en microscopie électronique après 
déversement du contenu de corps lamellaires dans l’espace intercornéocytaire (ICS) (Madison, 
2003). 
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II.C.4.b.  Les lipides et leurs enzymes  
Entourant les cornéocytes, les lipides constituent un compartiment bien distinct. La 
fonction de barrière de la couche cornée et son imperméabilité dépendent principalement de la 
composition et des propriétés particulières des lipides (Elias et Menon, 1991) qui représentent 
14% du poids sec du tissu (Pour revue - Feingold, 2007). Contrairement aux couches les plus 
profondes de l'épiderme dans lesquelles la production de phospholipides nécessaires à la 
constitution de la membrane plasmique prédomine, les lipides de la couche cornée sont 
essentiellement des céramides, des acides gras libres, du cholestérol et du cholestérol-3-sulfate. 
Les lipides de la couche cornée ont des propriétés physiques distinctes et s'organisent 
spontanément en couches lipidiques orientées, dans lesquelles les têtes polaires et les queues 
hydrophiles ségrégent séparément et alternent (Figure 17) (Swartzendruber et al., 1989; 
Garson et al., 1991; Bouwstra et al., 1998). Les changements dans les distances entre les 
lamellae lipidiques, visibles en microscopie électronique à transmission par marquage au 
ruthénium, montrent que la composition lipidique évolue et suggèrent une modification de 
leurs propriétés. 
 
 
 
Figure 17 : Structure des lamellae lipidiques de l’espace intercornéocytaire 
Microscopie électronique montrant les lipides organisés en lamellae (Madison, 2003). Modèle 
d'arrangement des lipides de la couche cornée (D’après (Bouwstra et al., 2003)). Le cycle du 
cholestérol est coloré en bleu et les têtes polaires des céramides 2, 3, 5, 6, 7 et 8 en jaune. Les 
céramides 1, 4 et 9 sont en gras.  
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Bien que certains lipides proviennent de l'activité des glandes sébacées, la majorité est 
synthétisée par les kératinocytes. Une analyse en chromatographie sur couche mince a montré 
que la couche cornée contient, selon les sites anatomiques (Figure 18) :  
- 20-30% de sphingolipides (majoritairement des céramides) 
- 15-20% de cholestérol 
- 15-20% d'acides gras libres 
- 2-6% de sulfate de cholestérol 
- 3-5% de phospholipides 
Au niveau palmo-plantaire, la couche cornée est plus riche en cholestérol (33%) et en 
sphingolipides (35%) au détriment des lipides spécifiques des glandes sébacées, absentes de ces 
territoires. 
 
 
Figure 18 : Evolution du pourcentage des différentes classes de lipides au cours de la 
différenciation épidermique 
(Caubet, 2004) 
 
Les transporteurs de la  famille ABC (ATP-Binding Cassette) constituent une 
superfamille de protéines à plusieurs domaines transmembranaires qui sont évolutivement très 
conservées, et forment un canal qui permet le transport dépendant de l’ATP de biomolécules à 
travers les membranes. Les membres de la sous-famille ABCA participent au transfert de 
lipides à travers les membranes d'un compartiment à l'autre de la cellule (Kaminski et al., 2006). 
Des mutations inactivant ABCA12 ont été identifiées chez les patients souffrant d'ichtyose 
arlequin (OMIM #242500) et d’ichtyose lamellaire de type II (OMIM #601277). Ce 
transporteur est localisé exclusivement à la membrane des kératinosomes (Akiyama et al., 
2005). 
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Le cholestérol est synthétisé par l'hydroxyméthylglutaryl Coenzyme A réductase dans les 
kératinocytes des couches vivantes de l'épiderme. Une petite quantité est convertie en sulfate de 
cholestérol par la sulfotransférase dans la couche granuleuse. La stéroïde sulfatase (STS) est 
sécrétée dans l'espace intercornéocytaire où son activité persiste dans les assises inférieures de la 
couche cornée mais disparaît en surface (Elias et Menon, 1991). Il en résulte un gradient 
décroissant de sulfate de cholestérol dans la couche cornée qui a un rôle dans la régulation de 
la desquamation (Elias et al., 2004). Des anomalies de STS sont responsables de l’ichtyose liée 
à l’X (OMIM #308100), pathologie dans laquelle l’accumulation de cholestérol sulfate 
extracellulaire perturbe l’organisation des lamellae et diminue l’activité des protéases à sérine, 
entrainant des troubles des fonctions de barrière épidermique.  
 
Les céramides sont des sphingolipides composés d'un groupement sphingosine lié à un 
acide gras par une liaison amide. Ils peuvent être : 
- d'origine anabolique et synthétisés par la sérine palmitoyltransférase et la céramide 
synthétase à partir de palmitoyl-CoA et de sérine (Choi et Maibach, 2005) 
- d'origine catabolique et être issus de l'hydrolyse des glucosylcérébrosides par la β-
glucosylcérébrosidase ou de l’hydrolyse des sphingomyélines par la sphingomyélinase 
(Hachem et al., 2005; Hachem et al., 2006b). 
Les enzymes de dégradation des glucosylcéramides et de la sphingomyéline agissent en 
synergie avec des cofacteurs : les saposines. Des mutations entraînant la perte de fonction de la 
β-glucosylcérébrosidase ou des saposines sont responsables de la maladie de Gaucher de type 
II (OMIM #230900) et une altération de l’activité de la sphingomyélinase acide est à l’origine 
de la maladie de Niemann-Pick de type A et B (type A OMIM # 257200, type B OMIM # 
607616). Cette ichtyose se présente sous la forme d’un bébé collodion à la naissance qui 
desquame dans le premier mois laissant place à une érythrodermie modérée ou un aspect de 
peau normale. 
Parmi les neuf classes de céramides CER1 à 9, les trois acylcéramides CER1, CER4 et 
CER9 se distinguent par leur forte hydrophobicité due à un acide linoléique lié par ω-
hydroxylation à une chaîne carbonée particulièrement longue (supérieure à C30) (Figure 19) 
(Wertz et Downing, 1982). L'ajout de ces composants à des mélanges lipidiques modèles 
constitués de cholestérol, d'acide gras libre et d'autres céramides, est nécessaire à la formation in 
vitro de structures périodiques similaires à celles des lamellae (Bouwstra et al., 1998). En plus 
de ce rôle organisateur, une partie des ω-hydroxycéramides est attachée par des liaisons 
covalentes à l'involucrine et d'autres peptides de l'enveloppe cornée (Swartzendruber et al., 
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1989; Wertz et al., 1989; Marekov et Steinert, 1998), sous l'action de TGM1 (Nemes et 
Steinert, 1999). Parmi les cinq isoformes de céramidases exprimées dans l'épiderme, l'activité 
de la céramidase 1 et des céramidases acides est sélectivement augmentée dans les couches les 
plus différenciées. 
 
Figure 19 : Structure des céramides de la couche cornée humaine 
Les céramides sont nommés d’après l’ancienne (entre parenthèses) et la nouvelle nomenclature. 
D’après (Ponec et al., 2003). 
Les acides gras l ibres proviennent presque exclusivement du catabolisme des 
glycérophospholipides, constituants principaux de la membrane plasmique des cellules, par les 
phospholipases A2 (PLA2) qui catalysent l'hydrolyse de la liaison ester et libèrent un 
lysophospholipide et un acide gras. L'activité des PLA2 a été détectée dans les kératinosomes et 
dans l'espace intercornéocytaire (Grayson et al., 1985; Elias et al., 1998). Plusieurs isoformes 
sont exprimées dans l'épiderme dont les isoformes I, II et X (Redoules et al., 1998; Maury et 
al., 2000; Schadow et al., 2001). Parmi elles PLA2-IB, -IIF et X sont spécifiques des 
kératinocytes granuleux (Haas et al., 2005). Seule l'isoforme I persiste dans la couche cornée 
(Redoules et al., 1998). Chez la souris, une perturbation de l'activité de ces enzymes entraîne 
une perturbation de la barrière due aux défauts des lamellae lipidiques, et l'application d'acides 
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gras libres suffit à restaurer la fonction de barrière (Mao-Qiang et al., 1996). L'apparition 
d'acides gras libres modifie le pH de la couche cornée et constitue l'un des mécanismes de 
régulation de l'activité enzymatique (Fluhr et al., 2001). Des mutations du gène FATP4 codant 
pour un transporteur d’acides gras ont récemment été séquencées chez des patients atteints 
d’un syndrome associant ichtyose et prématurité (OMIM #608649). 
 
Le sébum humain, sécrété par les glandes sébacées, contient non seulement du cholestérol, 
des esters de cholestérol, des triglycérides et des acides gras, mais également des lipides 
particuliers. Le squalène représente 12% des lipides du sébum et n’est pas converti en 
cholestérol. Les esters de cire, représentant 25% des lipides du sébum, sont produits 
uniquement par les glandes sébacées et par aucun autre organe ou tissu. Les acides gras ne sont 
pas spécifiques du sébum mais ceux entrant dans sa composition sont particuliers. Ils sont 
branchés et se distinguent des autres acides gras par leur profil d’insaturations. Les lésions 
acnéiques (OMIM 604324), inflammatoires ou non, sont associées à une hyperséborrhée 
d’autant plus intense que la maladie est sévère. L’excès de sébum favorise la croissance de 
bactéries, principalement Propionibacterium acnes. 
 
L'activité triglycéride lipase détectée dans l'espace intercornéocytaire (Grayson et al., 1985; 
Menon et al., 1986) pourrait provenir de l'action des lipases K, M et N récemment mise en 
évidence et dont les gènes sont regroupés en cluster. Elles sont homologues à LIPA, une lipase 
acide lysosomale et LIPF, une lipase gastrique, et contiennent un domaine hydrolase conservé, 
notamment les trois résidus sérine, acide aspartique et histidine du site catalytique. Les 
messagers de LIPK, M et N ont été exclusivement détectés dans l'épiderme lors de l’analyse par 
PCR à partir d’ADNc d’un panel de tissus normaux et l’analyse de leur expression par RT-PCR 
en temps réel montre que ces lipases sont largement surexprimées dans la couche granuleuse. 
Ces résultats suggèrent que ces protéines nouvellement décrites pourraient jouer un rôle 
spécifique dans les étapes tardives de la différenciation, plus particulièrement dans la 
maturation des lipides extracellulaires (Toulza et al., 2007).  
 
Nombreuses sont les ichtyoses associées à des désordres du métabolisme des lipides 
d’origine génétique (Figure 20). Dans ces pathologies, un défaut de la barrière imperméable 
de la peau entraîne une hyperplasie épidermique, une xérose et une desquamation excessive, 
parfois associées à une inflammation.  
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Figure 20 : Désordres du métabolisme de lipides d'origine génétique associés à une ichtyose 
(Elias et al., 2008) 
 
Le microenvironnement intercornéocytaire est donc en très grande majorité hydrophobe, 
conséquence des lamellae lipidiques, mais de petits îlots hydrophiles sont constitués par les 
cornéodesmosomes. D’autres structures, appelées lacunes hydrophiles, présentes entre les 
lamellae et enrichies en enzymes, sont cependant observables en microscopie électronique à 
transmission après coloration au ruthénium (Figure 21) (Haftek et al., 1998). Un 
microenvironnement hydrophile contenant de l'eau à l'état libre est bien entendu nécessaire à 
toute activité enzymatique, notamment celle des protéases impliquées dans la desquamation. 
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Figure 21 : Nature hydrophile des structures cornéodesmosomales 
(A) La pénétration du tétraoxyde de ruthénium dans des blocs de peau a lieu essentiellement dans 
les couches vivantes de l’épiderme (SG) et les cornéocytes du stratum disjonctum (SDj). Le stratum 
compactum (SCp) est moins perméable et les cornéodesmosomes sont les seules structures colorées 
par le ruthénium. (B) et (C). Dans un fragment de peau moins coloré, les cornéodesmosomes 
sont composés de trois bandes denses séparées par deux espaces clairs. Ils peuvent être vus en 
contact avec une substance hydro/amphiphile du compartiment intercellulaire présentant une 
morphologie vésiculaire (flèche) (Haftek et al., 1998). 
II.C.4.c.  Les protéases et leurs inhibiteurs 
L'homéostasie épidermique est un équilibre étroitement contrôlé entre prolifération, 
différenciation et élimination des cellules en vue de maintenir constante l'épaisseur de 
l’épiderme dans les conditions physiologiques normales. Environ 1000 cellules/cm2/h se 
détachent lors du processus actif de desquamation qui consiste en la lyse progressive des 
cornéodesmosomes au sein du stratum corneum.  
Les premières expériences in vitro ont montré que la cohésion de la couche cornée dans 
l'épiderme palmo-plantaire est affectée par la protéolyse enzymatique des cornéodesmosomes 
(Egelrud et al., 1988). Ainsi, à la surface de l'épiderme, seuls des produits de protéolyse des 
cadhérines desmosomales et de la cornéodesmosine sont détectés (Haftek et al., 1997; Simon 
et al., 1997). Parmi les nombreuses protéases détectées dans la couche cornée et 
potentiellement impliquées dans la desquamation, les kallikréines et les cathepsines jouent un 
rôle majeur.  
 
La famille des kallikréines regroupe les sérines protéases à activité trypsine et 
chymotrypsine. Ces enzymes sont toutes synthétisées dans la couche granuleuse sous forme de 
pré-pro-enzymes, et sont sécrétées sous forme de zymogène par les kératinosomes dans le 
milieu extracellulaire à l’interface couche granuleuse/couche cornée. Le clivage de leur pro-
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domaine N-terminal les rend actives. Parmi les kallikréines détectées au niveau transcriptionnel 
dans la couche granuleuse (KLK1, KLK4, KLK5, KLK6, KLK7, KLK8, KLK9, KLK10, 
KLK11, KLK13 et KLK14) (Komatsu et al., 2003; Komatsu et al., 2005), seules KLK1, KLK4 
et KLK9 n’ont pas été quantifiées au niveau protéique dans la couche cornée mais leur 
présence n’est pas écartée (Komatsu et al., 2006).  
Parmi les kallikréines détectées dans la couche cornée (Komatsu et al., 2006), seules KLK5, 
KLK7, et KLK14 semblent être actives en conditions physiologiques dans cette assise 
(Brattsand et al., 2005). Les souris KLK8-/- ne présentent pas de phénotype apparent en 
conditions normales d’élevage. Néanmoins, elles présentent une hyperkératose exacerbée et 
des modifications du profil de clivage des protéines DSG1 et CDSN après traitement au 12-O-
tétradécanoyl phorbol-13-acétate (TPA) (Kishibe et al., 2007). KLK5 et KLK7 sont impliquées 
dans la dégradation des composants extracellulaires du cornéodesmosome, dont DSC1, DSG1 
et CDSN (Caubet et al., 2004a). La capacité de KLK1, KLK6 et KLK14 à cliver DSG1 in vitro 
suggère que ces enzymes pourraient également être impliquées dans la desquamation (Borgono 
et al., 2007). Les kallikréines, en plus de leur rôle majeur dans la desquamation, semblent jouer 
un rôle dans la formation de la barrière imperméable lipidique via « protease activated receptor 
2 » PAR-2 (Hachem et al., 2006a), la défense antimicrobienne (Yamasaki et al., 2006) ou 
l’inflammation (Stefansson et al., 2008). 
 
La matr iptase est une protéase à sérine transmembranaire exprimée dans la majorité des 
épithéliums. Dans l’épiderme, son expression est restreinte à la couche granuleuse. Le 
mécanisme d’activation de la matriptase est complexe et requiert le clivage d’un prodomaine. 
Les souris n’exprimant pas cette protéase présentent de graves défauts de la fonction de 
barrière épidermique, résultant de la désorganisation des lamellae lipidiques dans les 
kératinosomes et dans l’espace extrakératinocytaire et d’anomalies dans la formation de 
l’enveloppe cornée. Les souris meurent de déshydratation quelques heures après la naissance. 
Au niveau moléculaire, la composition lipidique de l’épiderme est altérée et la profilaggrine 
n’est pas clivée en monomères. Ce clivage ne peut être le résultat d’une interaction directe entre 
ces deux protéines. Cependant, la matriptase pourrait être impliquée en amont de la cascade 
enzymatique aboutissant au clivage en monomère de filaggrine, notamment par l’activation 
protéolytique de la prostatine, une protéase membranaire également impliquée dans la 
cornification (Ovaere et al., 2009). Chez l’Homme, des mutations du domaine catalytique de la 
matriptase sont responsables d’une ichtyose autosomique récessive associée à une hypotrichose 
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(OMIM #610765). La désorganisation des lamellae lipidiques indique que la matriptase 
pourrait jouer un rôle encore inconnu distinct du clivage de la filaggrine. 
 
Les cathepsines localisées dans l’épiderme sont soit des protéases à cystéine, soit des 
protéases à acide aspartique. Parmi les protéases à cystéine, les cathepsines L, L2, L-like et C 
sont détectées sous forme active dans la couche cornée. La sécrétion de la cathepsine V, alias 
cathepsine L2, et son pH optimal acide suggèrent qu'elle joue un rôle dans la dégradation du 
cornéodesmosome (Watkinson, 1999). Des mutations du gène de la cathepsine C sont 
responsables de la perte d'activité de l'enzyme à l'origine du Syndrome de Papillon Lefèvre 
(OMIM 245000), caractérisé entre autre par une hyperkératose des régions palmo-plantaires 
(Hart et al., 1999). Certaines anomalies ont également été associées à une périodontite agressive 
(OMIM #170650) au syndrome de Haim-Munk (OMIM #245010), dont les manifestations 
cliniques ressemblent à celles du syndrome de Papillon Lefèvre auxquelles s’ajoute une atteinte 
des ongles. La cathepsine L est responsable de l’activation protéolytique de TGM3 (Cheng et 
al., 2006). Les souris dont le gène de la cathepsine L a été invalidé montrent des troubles de la 
différenciation épidermique (Roth et al., 2000). La cathepsine L-like, présentant un profil 
d'inhibition semblable à celui de la cathepsine L, est capable in vitro de dégrader la CDSN 
(Bernard et al., 2003). La cathepsine D et la cathepsine E-like sont deux protéases à acide 
aspartique actives dans la couche cornée (Horikoshi et al., 1998; Bernard et al., 2003). La 
cathepsine D est détectée dans l'espace intercornéocytaire où elle colocalise avec les 
cornéodesmosomes (Igarashi et al., 2004). 
 
La desquamation est un processus sensible dont la moindre dérégulation entraîne des 
conséquences pouvant être délétères pour l'organisme. Les protéases, enzymes catalysant les 
clivages irréversibles de ce processus, sont spatialement et temporellement très finement 
régulées. Outre le clivage de la pro-forme nécessaire pour les rendre actives, une multitude 
d'autres modulateurs entrent en jeu. D'une part des facteurs physico-chimiques tels que le 
gradient de pH, le gradient ionique, le gradient de température, la quantité d'eau, le stress 
oxydatif ou encore la modification de la composition et de l’organisation des lipides modifient 
le microenvironnement de l'enzyme. D'autre part la nature du substrat, son état d'oxydation ou 
ses modifications diverses ainsi que son accessibilité sont déterminants. Les modifications du 
substrat peuvent d'ailleurs être le résultat de l'action d'enzymes autres que protéolytiques telles 
que les glycosidases par exemple. La concentration de coenzymes nécessaires à leur 
fonctionnement tels que l'ATP détermine également l'activité enzymatique. Enfin, des 
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inhibiteurs de protéases à proprement parler, qui se fixent directement sur les enzymes et 
bloquent leur activité, sont localisés dans les kératinosomes et sont sécrétés à l’interface couche 
granuleuse/couche cornée, où ils participent à la régulation de la desquamation. 
 
L’inhibiteur de protéases à sérine « Lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor » 
(LEKTI), produit du gène « Serine protease inhibitor, Kazal-type 5 » (SPINK5) et exprimé 
dans la couche granuleuse, inhibe plusieurs kallikréines dont KLK5 et KLK7 (Bitoun et al., 
2003). Chez l'Homme, des mutations entraînent l’apparition de codons STOP prématurés et 
donc l'inactivation de cette protéine à l’origine du syndrome de Netherton (OMIM #256500), 
une ichtyose autosomale récessive grave (Chavanas et al., 2000). L’absence d’expression de cet 
inhibiteur induit une augmentation de l’activité protéasique dans la couche cornée des patients, 
une dégradation accélérée de DSG1 et un excès de desquamation (Komatsu et al., 2002). La 
modification de ce gène par mutagenèse insertionnelle chez la souris entraîne de profondes 
perturbations de la fonction barrière, la desmoplakine, CDSN et DSG1 étant clivées 
prématurément (Yang et al., 2004; Descargues et al., 2005).  
Les kallikréines sont également régulées par l'élafine, aussi nommée « Skin derived 
antileukoproteinase » (SKALP), et « Secretory leukoprotease inhibitor » (SLPI), aussi nommée 
« antileukoprotease » (ALP), dont les spectres d'inhibition sont complémentaires (Franzke et 
al., 1996). Un nouveau membre de la famille α2-macroglobuline, α2-macroglobuline like-1, est 
capable de lier de manière covalente KLK7 (Galliano et al., 2006) et modulerait la 
biodisponibilité des protéases extracellulaires en induisant leur endocytose par « low density 
lipoprotein receptor-related protein 1 » (LRP-1) (Galliano et al., 2008). Les cystatines sont des 
inhibiteurs spécifiques qui modulent l'activité des cathepsines à activité protéase à cystéine. 
Parmi elles, la cystatine A (Jarvinen et al., 1987) et la cystatine M/E (Zeeuwen et al., 2009) sont 
d'expression restreinte aux épithéliums.  
 
Sans prendre en compte le microenvironnement, seulement les enzymes et leurs 
inhibiteurs, les régulations sont entrecroisées et complexes puisque certaines protéases sont 
capables de s'autoactiver et certaines protéases activées peuvent à leur tour cliver les pro-formes 
d'autres protéases et les rendre actives. A cette cascade s'ajoute de surcroît la régulation des 
inhibiteurs eux-mêmes, également par clivage (Figure 22).  
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Figure 22 : Protéases et inhibiteurs de protéases impliqués dans la desquamation 
Produites sous forme inactive, les différentes protéases sont activées par clivage, parfois auto-
catalytique (flèche circulaire), de leur prodomaine. Les substrats identifiés sont sur fond noir alors 
que ceux encore à découvrir sont indiqués par « ? ». Les inhibiteurs de protéases identifiés dans la 
couche cornée et pouvant réguler l’activité de ces enzymes sont indiqués dans les hexagones. Les 
autres éléments modulant également la desquamation, tels que la composition lipidique, le pH, le 
taux d’hydratation et l’oxydation ne sont pas indiqués (Jonca et al., 2009). 
II.C.4.d.  Les glycosidases 
La desquamation est souvent présentée comme résultant uniquement de l’action des 
protéases. Néanmoins, une étude a montré que l’action des glycosidases pourrait être un 
préalable nécessaire à l’action des protéases. En effet, Walsh et Chapman ont montré que le 
traitement d’explants de peau de porc par des protéases ou des glycosidases exogènes seules 
entraîne une fragmentation modérée des cornéodesmosomes. Le traitement séquentiel des 
explants par des protéases puis des glycosidases induit un résultat comparable alors qu’un 
traitement séquentiel par des glycosidases puis des protéases induit une protéolyse massive des 
cornéodesmosomes et le détachement de fragments de couche cornée. Ces résultats montrent 
que des sucres sont présents et protègent les cornéodesmosomes (Walsh et Chapman, 1991).  
Deux glycosidases ont été identifiées dans la couche cornée : l’héparanase 1 (Bernard et al., 
2001) et l’aspartyl-glucosaminidase (Delattre et al., 2004). Elles pourraient être responsables de 
cette activité, bien que les cibles de ces enzymes ne soient pas encore identifiées. Les souris 
transgéniques surexprimant l’héparanase 1 présentent une pousse accélérée du poil par un 
mécanisme encore à découvrir. L’absence de phénotype cutané apparent, en conditions 
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normales d’élevage, pourrait résulter d’une redondance fonctionnelle avec d’autres glycosidases 
(Zcharia et al., 2004). 
De plus, l’effet synergique d’une combinaison de glycosidases et de protéases sur la 
dégradation in vitro de DSG1 a confirmé leur implication potentielle dans la desquamation par 
leur action sur les composants glycosylés des cornéodesmosomes (Rawlings et Scott, 1995). Par 
contre, le clivage in vitro de CDSN par KLK7 n’est pas modulé par l’état de glycosylation de la 
protéine (Simon et al., 2001). Par ailleurs, la desmosealine, protéine fortement glycosylée 
reconnue par un anticorps marquant les structures desmosomales, pourrait être une cible des 
glycosidases (Haftek et al., 1986). Sa sensibilité à différentes glycosidases indique que cet 
antigène est un protéoglycane riche en sulfate de dermatane et sulfate de chondroïtine. Il est 
présent dans les espaces intercornéocytaires et intégré dans les cornéodesmosomes (Duhieu et 
al., 2005). Enfin, les peptidoglycanes et glycoprotéines étant capables de servir de réservoir de 
molécules actives, telles que les inhibiteurs de protéases, les glycosidases, en dégradant leurs 
parties sucrées, pourraient également avoir un rôle indirect sur la régulation de la 
desquamation. 
II.C.4.e.  L’activité antimicrobienne de l’épiderme 
A l'interface avec l'environnement et tous les pathogènes qu'il peut contenir, l'épiderme a 
développé des mécanismes spécifiques qui constituent une première ligne de défense efficace à 
large spectre d'action. En premier lieu, la barrière lipidique - formée par les acides gras libres, 
les glucosylcéramides, la sphingosine et les produits d'hydrolyse des céramides - empêche 
l'infiltration des micro-organismes. A ceci se rajoutent les peptides antimicrobiens (PAM). Ils 
sont produits constitutivement par les kératinocytes, les sébocytes et les glandes sudoripares. 
Leur expression peut aussi être induite, en réponse à des stimuli inflammatoires ou suite à une 
altération de la fonction de barrière de l’épiderme. 
La diversité de leur nature et de leur mode d'action rend difficile, voire impossible, leur 
classification (Braff et al., 2005a). Leur activité antimicrobienne résulte de plusieurs 
mécanismes possibles (Figure 23) : 
- Par rupture de la membrane externe : les PAM amphipathiques et cationiques se 
fixent spécifiquement sur les membranes des pathogènes et s’insèrent dans la 
bicouche lipidique pour former des pores. 
- Par altération d’une voie métabolique : inhibition de la synthèse d’ADN, d’ARN, de 
protéines ou de composants de la paroi, activation de l’autolysine, inhibition de 
certaines enzymes (Brogden, 2005). 
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Figure 23 : Variété des mécanismes d’action des peptides antimicrobiens 
Les peptides antimicrobiens sont la plupart du temps des peptides cationiques qui se fixent 
sélectivement sur les membranes microbiennes chargées négativement. Le principal mécanisme 
d’action est de déstabiliser la membrane et de causer sa rupture. La translocation des peptides 
antimicrobiens à l’intérieur du pathogène rend possible leur interaction avec des cibles secondaires, 
interrompant alors des processus métaboliques vitaux. Enfin, certains peptides antimicrobiens se 
lient directement à leur cible extracellulaire comme les lipides impliqués dans la synthèse de 
l’enveloppe bactérienne ou avec les enzymes autolytiques nécessaires à la division cellulaire. 
(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~antimic/researchAMPs.html) 
 
Parmi les deux familles de défensines humaines α et β, seules les défensines β ont été 
détectées dans l'épiderme humain. Actives sur les bactéries gram+, gram– et les levures mais 
pourtant de spectre d'action différent, les β-défensines sont stabilisées par trois ponts disulfures 
qui les rendent résistantes aux protéases. Les protéines humaines les mieux caractérisées hBD 1 
à 4 sont toutes exprimées par les kératinocytes granuleux (Fulton et al., 1997; Harder et al., 
2001; Sorensen et al., 2005). Les défensines hBD2 (Oren et al., 2003) et hBD3 (Sawamura et 
al., 2005) ont été localisées précisément dans l'espace intercornéocytaire. Tout comme hBD2, 
l'expression de hBD3 est induite par l'interleukine-1 (Liu et al., 2003).  
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La cathélicidine, aussi nommée CAMP (Cathelicidin antimicrobial peptide), est le seul 
membre de cette famille présent chez l'Homme. Le peptide actif LL-37, chargé positivement et 
libéré par clivage, se fixe sélectivement sur les parois chargées négativement des pathogènes et 
les perfore grâce à une conformation en hélice α amphipathique. Sa production est augmentée 
dans la peau des nouveau-nés, mécanisme qui pourrait compenser l'immaturité de leur système 
immunitaire adaptatif (Dorschner et al., 2003). Dans l'épiderme humain adulte normal, la 
cathélicidine est exprimée par les kératinocytes granuleux et son homologue murin a été 
localisé dans les corps lamellaires (Braff et al., 2005b). Les souris déficiente pour la 
cathélicidine sont extrêmement sensibles aux infections par les streptocoques du groupe A 
(Nizet et al., 2001).  
 
A côté des cathélicidines et des défensines qui forment les familles majoritaires des PAM 
cutanés, d'autres molécules montrent également une activité antimicrobienne. La RNAse 7 est 
une ribonucléase qui, lorsqu'elle est sécrétée par une voie non-classique dans l'espace 
intercornéocytaire, présente non seulement un très large spectre d'activité antimicrobienne mais 
également une activité qui la place parmi les PAM les plus efficaces. Elle est, de plus, inductible 
par certaines cytokines pro-inflammatoires. L'activité antimicrobienne de la dermcidine, 
protéine produite exclusivement par les sébocytes des glandes eccrines, est activée par clivage 
protéolytique. La psoriasine, aussi appelée S100A7 et sécrétée par les kératinocytes, est le 
principal rempart contre la colonisation par la bactérie E. coli, probablement grâce à une 
séquestration des ions Zn2+ (Glaser et al., 2005). Les inhibiteurs de protéases SLPI et 
SKALP/Elafin, acteurs de la desquamation, présentent une activité bactéricide in vitro mais 
leur mécanisme d'action in vivo, s’il n’est pas dépendant de leur propriété d’inhibition des 
protéases, n'est toutefois pas encore élucidé (Baranger et al., 2008). Les protéines PGLYRP 3 
et 4 (Peptidoglycan recognition protein) sont des protéines sécrétées de haut poids moléculaire 
représentant une nouvelle classe de PAM, qui interagissent avec la paroi de peptidoglycane 
bactérienne plutôt qu'en perméabilisant la membrane (Lu et al., 2006). 
 
En plus d'une action directe sur les pathogènes, certains peptides antimicrobiens peuvent 
moduler la réponse immunitaire. Ils présentent des propriétés chimiotactiques vis-à-vis des 
neutrophiles et des cellules T ou activent les cellules présentatrices d'antigène. Ainsi, si la 
première ligne de défense est franchie, le relais est passé à l'immunité adaptative, toujours en 
collaboration avec les PAM. 
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Les peptides ne sont pas les seules petites molécules de l’épiderme aux propriétés 
antimicrobiennes. Leur effet peut être potentialisé ou complémenté par certains lipides. Les 
acides gras libres sont efficaces principalement contre les bactéries de type Gram+, alors que les 
sphingosines libres sont efficaces contre un plus large panel de pathogène, y compris les 
bactéries Gram– et les champignons (Pour revue – Drake et al., 2008).  
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III.  LES DERMOKINES 
III.A. Le locus SSC 
Situé sur le chromosome 19q13.1 chez l'Homme et synthénique de la région 7A3 murine, 
le locus "Stratified epithelium Secreted peptide Complex » (SSC) fut décrit pour la première 
fois en 2004 (Matsui et al., 2004; Moffatt et al., 2004). Il contient trois gènes, deux décrits 
antérieurement, nommés suprabasine (SBSN) (Park et al., 2002) et « keratinocyte 
differentiation associated protein » (KRTDAP) (Oomizu et al., 2000), et un troisième, 
dermokine (DMKN) découvert simultanément par deux techniques différentes : hybridation in 
situ haut débit (Matsui et al., 2004) et piège à peptide signal (Moffatt et al., 2004).  
 
Chez la souris, le criblage par hybridation in situ haut débit réalisé sur des coupes de patte 
avec des amorces issues d'une banque normalisée d'ADNc de peau du dos a permis de 
caractériser DMKN comme étant exprimé dans les couches suprabasales de l’épiderme (Matsui 
et al., 2004). L’équipe canadienne a réalisé un criblage par piège à peptide signal dans le but 
d’identifier les protéines sécrétées de l’épiderme impliquées dans la formation de la couche 
cornée. Pour cela, des fragments d’ADNc obtenus à partir d’ARN totaux de peau de souris ont 
été clonés dans le génome du virus sindbis en fusion avec une protéine d’enveloppe essentielle 
à la production de virion. La séquence codant le peptide signal de cette protéine virale ayant été 
supprimée, elle ne sera sécrétée et fonctionnelle que si l’ADNc en fusion code pour un peptide 
signal fonctionnel. Cette banque est ensuite transfectée dans des fibroblastes BHK-21 et la 
libération de particules virales dans le milieu de culture indique que le fragment d’ADNc code 
pour la partie N-terminale d’une protéine comportant un peptide signal fonctionnel (Moffatt et 
al., 2004).  
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Les trois gènes SBSN, DMKN et KRTDAP, fortement exprimés dans les épithéliums 
stratifiés et codant pour des protéines sécrétées, sont regroupés en cluster. De plus, ils sont 
alignés dans le même sens de transcription, alors que les deux gènes GAPDHS et FFAR2, 
situés de part et d’autre du locus sont dans le sens de transcription inverse et ont un profil 
d’expression entièrement différent (Figure 24). En outre, ces trois gènes subissent tous un 
épissage alternatif, même si la complexité en est variable. 
 
 
Figure 24 : Organisation du locus SSC humain 
Les trois gènes du locus SSC : KRTDAP, DMKN et SBSN sont indiqués en rouge alors que les 
deux gènes FFAR2 et GAPHS, ne faisant pas partie du locus, sont indiqués en noir. 
Chez la souris, les ARNm de ces trois gènes sont présents exclusivement dans les 
épithéliums stratifiés (Matsui et al., 2004). Au sein de ces épithéliums, les ARNm ont été 
détectés spécifiquement dans les couches suprabasales. De plus, leur expression est augmentée 
lorsque des kératinocytes humains normaux en culture sont différenciés par augmentation de la 
concentration de calcium dans le milieu ou par augmentation de la densité cellulaire (Matsui et 
al., 2004). Ainsi, l'induction de la différenciation kératinocytaire in vitro provoque l'expression 
coordonnée des trois gènes du locus SSC.  
L’expression de ces trois gènes a également été étudiée au cours de la différenciation 
kératinocytaire ayant lieu lors de la morphogenèse embryonnaire (Bazzi et al., 2007). La 
morphogenèse embryonnaire de l’épiderme de souris (Figure 25) débute à E8,5 (stade 
embryonnaire correspondant à 8,5 jours post-coïtum) lorsque l’ectoderme acquiert sa 
spécification épidermique. L’épithélium simple formé d’une seule couche de cellules met en 
place le périderme à E10,5. La différenciation embryonnaire se poursuit et une couche de 
cellules s’insère entre la future couche basale et le périderme, correspondant à la couche 
épineuse chez l’adulte. La mise en place de la future couche granuleuse à E16,5 est suivie de 
celle de la couche cornée qui vient remplacer le périderme à E17,5 et forme une barrière 
imperméable (Koster et Roop, 2007).  
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Figure 25 : Morphogenèse de l'épiderme chez la souris 
La spécification épidermique de l’ectoderme a lieu au stade embryonnaire E8,5. A E9,5 un 
épithélium simple est mis en place. La formation du périderme, premier stade de la différenciation, 
a lieu au stade E10,5. La différenciation se poursuit et une couche de cellules correspondant à la 
future couche épineuse apparaît à E15,5. Enfin les futures couches granuleuse et cornée sont mises 
en place progressivement à partir de E16,5, créant une barrière imperméable. Celle-ci est visualisée 
par la non pénétration du colorant après immersion des embryons dans une solution de bleu de 
toluidine. Schéma de (Koster et Roop, 2007), images de (Hardman et al., 1998). 
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Une analyse par northern blot à partir d’ARN d’embryon entier de souris détecte des 
messagers de dermokine à partir de E15,5 (Matsui et al., 2004). Une étude plus détaillée 
réalisée par puce à ADN à partir d’ADNc de peau d’embryon de souris a montré que les gènes 
KRTDAP et DMKN sont ceux dont la transcription est le plus fortement augmentée entre le 
stade ectoderme à E12,5 et le début de la stratification à E15,5. Dès E14,5, les ARNm de 
KRTDAP, DMKN et SBSN sont détectés par hybridation in situ dans les couches suprabasales 
de l'épithélium nasal (Bazzi et al., 2007), premier domaine à initier la différenciation et donc la 
stratification épidermique, et premier territoire où la barrière épidermique devient 
fonctionnelle (Byrne et al., 1994). A E15,5, les ARNm des trois gènes du locus SSC sont 
présents sur toute la surface du corps, excepté la zone du crâne où ils apparaîtront à E16,5 
(Bazzi et al., 2007).  
Enfin, des sites d'attachement à des facteurs de transcription communs à ces trois gènes ont 
été mis en évidence : CEBPα, AP-1 (notamment c-fos et c-jun) et AP-2 (principalement AP-2α) 
(Bazzi et al., 2007; Mattiuzzo et al., en révision). Ces résultats sont cohérents avec l'induction de 
l'expression de ces gènes par traitement in vitro de kératinocytes par le calcium dont l'action 
passe par les facteurs des familles AP et CEBP (Bazzi et al., 2007). 
 
Ainsi, l’expression des trois gènes du locus SSC est coordonnée et spécifique de la 
différenciation in vivo, au cours la morphogenèse épidermique embryonnaire et dans 
l’épiderme post-natal, ainsi que in vitro, dans les cultures de kératinocytes. Cependant, la 
fonction d’aucune de ces protéines sécrétées n’a encore été identifiée. 
III.A.1. Kerat inocyte dif ferent iat ion associated protein -  KRTDAP 
KRTDAP fut le premier gène du locus SSC identifié. Il fût découvert lors d'une étude chez 
le rat visant à isoler des ARNm impliqués dans la différenciation de périderme en épiderme 
embryonnaire par hybridation soustractive entre l’ADNc d'épiderme différencié (E17) et celui 
d’épiderme encore indifférencié (E14) (Oomizu et al., 2000). Chez l’Homme, le gène 
KRTDAP d’une longueur de 3129 pb, subit un épissage alternatif simple menant à deux 
transcrits de 415 et 373 pb, divergeant par la présence ou l’absence de l'exon 3 (Figure 26). Le 
variant court est minoritaire et son expression dans les kératinocytes primaires in vitro n’est pas 
induite par une augmentation de la concentration en calcium du milieu de culture (Tsuchida et 
al., 2004). De même que l'Homme, la souris possède deux isoformes alors que le rat en 
possède quatre, du fait de la présence d'une seconde zone d'épissage (Oomizu et al., 2000). 
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Figure 26 : Organisation des transcrits  du gène KRTDAP humain 
Les exons sont représentés par des rectangles portant le numéro de l’exon au-dessus. Les transcrits 
sont composés d’une partie non-codante (gris) et d’une partie codante (jaune). Ils se distinguent 
par la présence ou l’absence d’un exon alternatif (bleu). Les numéros d’accession sont indiqués à 
gauche. 
Chez l'Homme, l'expression de ces transcrits est absente dans les organes dont les 
épithéliums ne sont pas stratifiés : muscle, rein, cœur, cerveau, foie et intestins. Elle est faible 
dans le thymus et les poumons. Enfin dans la peau humaine l'expression de KRTDAP est très 
importante. Deux études ont montré que l’augmentation de la concentration calcique du milieu 
de culture des kératinocytes primaires humains induit la transcription du gène avec des 
cinétiques très proches (Matsui et al., 2004; Tsuchida et al., 2004). Parmi les épithéliums 
stratifiés murins, une forte concentration de messagers est trouvée dans la muqueuse orale, la 
langue, l'œsophage, et l'estomac mais pas dans la muqueuse gastro-intestinale (Oomizu et al., 
2000; Matsui et al., 2004; Tsuchida et al., 2004). Dans la peau de rat, KRTDAP est exprimé 
uniquement dans les couches suprabasales de l’épiderme et de l'infundibulum du follicule 
pileux (Oomizu et al., 2000).  
 
Les protéines KRTDAP sont composées de 99 ou 85 acides aminés (présence ou non des 
résidus 43 à 58 codés par l’exon 3), pour un poids moléculaire prédit de respectivement 11 et 
9,4 kDa. La comparaison des séquences des isoformes longues d'Homme et de souris montre 
un taux d'identité de 51% et d'homologie de 67%. Les 22 premiers acides aminés forment un 
peptide signal fonctionnel comme le montre l’étude utilisant la méthode de piège à séquence 
signal (Moffatt et al., 2004). La sécrétion de la protéine est confirmée par la présence de la 
protéine endogène dans les surnageants de culture de kératinocytes (Tsuchida et al., 2004). En 
outre, la protéine recombinante est détectée dans le surnageant de culture des cellules COS-1 
transfectées (Matsui et al., 2004) et le séquençage de son extrémité N-terminale montre le 
clivage du peptide signal conformément aux prédictions (Matsui et al., 2004; Tsuchida et al., 
2004). Contrairement à son messager exprimé dans toutes les couches suprabasales, la protéine 
KRTDAP humaine est détectée par immunohistochimie uniquement dans la couche 
granuleuse de l'épiderme et le plus fort marquage est situé au pôle apical des kératinocytes. 
L’analyse de sa localisation par immunomicroscopie électronique à transmission montre qu’elle 
est située dans les corps lamellaires, présents immédiatement sous la membrane apicale des 
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kératinocytes granuleux épidermiques, ainsi que dans l'espace intercellulaire. Un patron 
d'expression protéique similaire est retrouvé pour d'autres protéines sécrétées spécifiques des 
kératinocytes telles que elafin/SKALP, cornéodesmosine, LEKTI ou encore cystatine M/E 
(Tsuchida et al., 2004). 
Dans l’épiderme psoriasique, caractérisé entre autre par une hyperprolifération, une 
hyperkératose et une parakératose, l'expression de KRTDAP est fortement augmentée : la 
protéine est abondante dès les couches épineuses supérieures. Chez le chien, les messagers de 
KRTDAP et les protéines correspondantes sont exprimés dans la couche granuleuse. La 
protéine est concentrée dans l'espace péricellulaire, notamment au pôle apical des 
kératinocytes. En cas d'hyperplasie physiologique, au niveau des coussinets, ou pathologique, 
dans la dermatite pyogénique chronique et la dermatite allergique chronique, l'expression est 
étendue à la couche épineuse supérieure et la polarité de l'expression est plus marquée. Dans 
les cancers squameux composés de kératinocytes non différenciés, ni les messagers ni la 
protéine n'ont pu être détectés (Yagihara et al., 2009). 
Le poids moléculaire apparent des protéines KRTDAP humaines sécrétées par des cellules 
COS-1 et des kératinocytes transfectés est supérieur au poids moléculaire théorique, suggérant 
la présence de modifications post-traductionnelles (Matsui et al., 2004; Tsuchida et al., 2004). 
Ne présentant aucun site potentiel de N- ni de O-glycosylation, la différence de poids 
moléculaire dépendrait d'autres modifications. De fait, KRTDAP présente des sites potentiels 
de myristoylation, modification jouant non seulement le rôle d'ancre hydrophobe mais aussi 
impliquée dans le contrôle de voies sensibles au calcium. KRTDAP pourrait également être 
phosphorylée (Oomizu et al., 2000). Enfin, dans les extraits de protéines d'épiderme humain 
normal ou psoriasique, deux bandes de 21 kDa et 31 kDa sont détectées et pourraient 
correspondre respectivement à des dimères et des trimères ou à des complexes avec d’autres 
protéines. Ces oligomères sont absents des surnageants de culture de cellules COS-1 et de 
kératinocytes transfectés dans lesquels sont sécrétées les protéines recombinantes (Tsuchida et 
al., 2004). Ne possédant pas de cystéine, KRTDAP n’est donc pas liée par un pont disulfure à 
son ou ses partenaires. Les principales enzymes responsables de pontages covalents entre 
protéines dans l’épiderme sont les transglutaminases. Cependant les isoformes décrites dans les 
couches suprabasales de l’épiderme en condition physiologique sont toutes intracellulaires et 
cytosoliques. D’autres protéines comme CDSN, SKALP/elafin ou cystatine M/E sont 
extracellulaires et pourtant liées par des pontages covalents à l’enveloppe cornée. La nature de 
la ou des enzymes catalysant ces réactions est encore indéterminée. 
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Aucune fonction n'a encore été identifiée pour KRTDAP. Son petit poids moléculaire et sa 
localisation extracellulaire suggèrent qu’elle pourrait être impliquée dans l'immunité innée de la 
peau par une action antimicrobienne, ou dans la régulation du processus de desquamation par 
une action d'inhibition des protéases. Les expériences menées jusqu’à présent n’ont pas 
confirmé ces hypothèses (Tsuchida et al., 2004). 
 
Ainsi, KRTDAP est un gène du locus SSC, subissant un épissage alternatif, dont la 
transcription est induite lors de la différenciation des kératinocytes in vivo et in vitro. Protéine 
sécrétée, son expression est restreinte aux épithéliums stratifiés cornifiés et particulièrement 
importante dans la couche granuleuse de l'épiderme. Elle est fortement augmentée dans les 
épidermes hyperprolifératifs et lorsque la fonction barrière est altérée. 
III.A.2. Suprabasine – SBSN 
SBSN est un gène de 4942 pb chez l'Homme et 4664 pb chez la souris. Chez l’Homme, il 
subit un épissage alternatif menant à quatre variants, dont trois sont déposés et publiés dans les 
banques de données (GeneBank) et un est en cours de dépôt par notre laboratoire (Figure 27 
A). Lors de la découverte du gène chez la souris, quatre exons furent identifiés, et deux 
transcrits de 1,1 kb et 2,2 kb se distinguant par le site donneur d’épissage situé à la fin de l’exon 
1 furent décrits (Park et al., 2002). Les séquences correspondantes furent clonées chez 
l’Homme et nommées respectivement SBSN3 et SBSN1. Un troisième transcrit nommé 
SBSN2 a été décrit plus tardivement. La découverte de ce variant a montré que le gène SBSN 
est en fait composé de cinq exons. Le transcrit SBSN1 est le résultat d’une rétention d’intron 
entre l’exon 1 et l’exon 2 alors que SBSN3 résulte d’un saut d’exon. A partir d’ADNc 
d’épiderme humain, nous avons cloné un nouveau variant SBSN2b se distinguant du transcrit 
SBSN2 par un site donneur d’épissage alternatif à la fin de l’exon 1. L'épissage alternatif de ce 
gène est donc plus complexe qu’au moment de sa découverte et il est probable que de 
nouveaux transcrits viennent compléter l'organisation du gène SBSN. 
La transcription du gène SBSN débute en même temps que la stratification de l'épiderme 
dans la peau d'embryon de souris à E15 (Moffatt et al., 2004; Bazzi et al., 2007). Les transcrits 
sont détectés par PCR en temps réel dans les épithéliums stratifiés de souris adultes (Matsui et 
al., 2004). In vitro, leur expression peut être induite dans les kératinocytes humains en culture 
par traitement au calcium. Elle est également régulée par la voie des PKC puisque un 
traitement des kératinocytes en culture par du TPA, molécule activant la voie des PKC, induit 
leur expression, alors qu’un traitement par un inhibiteur de cette même voie la diminue. Cette 
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voie contrôle également la transcription d'autres facteurs de la différenciation terminale 
épidermique. L'étude du promoteur montre des sites d'interaction pour les facteurs de 
transcription AP-1 et SP1 (Park et al., 2002). 
 
 
Figure 27 : Caractéristiques génique et protéique de SBSN humaine 
(A) Représentation des transcrits du gène SBSN humain. Les exons sont représentés par des 
rectangles portant le numéro de l’exon au-dessus. Les transcrits sont composés d’une partie non-
codante (gris) et d’une partie codante (orange, jaune, vert et bleu). Plusieurs mécanismes 
d’épissage alternatif entrent en jeu dans la maturation de ces messagers : le saut d’exon (bleu), le 
site donneur d’épissage alternatif (orange) et la rétention d’intron (vert). Les numéros d’accession 
sont indiqués à gauche. (B) Organisation de la protéine SBSN humaine. La séquence de l’isoforme 
SBSN1 contient 22 répétitions du motif de 18 acides aminés AGKFGQGVHHAAGQAGKE. Elles 
sont alignées dans ce schéma et les résidus identiques sont indiqués (rouge). Les 23 premiers acides 
aminés constituent le peptide signal (blanc). Les pointes de flèches indiquent la séparation entre 
les exons 3/4 et 4/5. 
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Contrairement aux premières conclusions du travail de Park et coll., les acides aminés 
hydrophobes situés en N-terminal de la protéine ne forment pas un domaine 
transmembranaire (Park et al., 2002) mais un peptide signal fonctionnel. La sécrétion de SBSN 
a été confirmée par deux études ultérieures. La première s’est appuyée sur la méthode de piège 
à peptide signal (Moffatt et al., 2004). La seconde s’est appuyée sur l’identification d’une 
protéine chimère étiquetée His dans le surnageant de culture des cellules 293/EBNA-1 
transfectées et le séquençage de son extrémité N-terminale (Matsui et al., 2004). 
Les acides aminés 1 à 136 forment le domaine N-terminal, comprenant le peptide signal 
(résidus 1 à 23). Les acides aminés 533 à 590 forment le domaine C-terminal. Le domaine 
central (résidus 137 à 532) est formé de répétitions d'un motif de 18 acides aminés riche en 
résidus glycine (22%), alanine (16%), histidine (11%), acide glutamique (9%) et glutamine (9%). 
Le nombre de répétitions varie d’une isoforme à l’autre : l’isoforme SBSN3 ne contient aucune 
répétition, les isoformes SBSN2 et SBSN2b ne contiennent que les trois dernières et l’isoforme 
SBSN1 contient la totalité des 22 répétitions (Figure 27 B). Les séquences protéiques de 
l’isoforme SBSN1 présentent un taux d'homologie de 59 % et un taux d'identité de 50 % entre 
l'Homme et la souris. Concernant SBSN3, ces taux s’élèvent respectivement à 75 % et 66 %.  
Les poids moléculaires prédits et apparents sont différents pour les protéines 
recombinantes exprimées dans des cellules eucaryotes (Matsui et al., 2004; Moffatt et al., 2004). 
Cela suggère que les protéines subissent des modifications post-traductionnelles. Comme 
KRTDAP, SBSN présente des sites potentiels de phosphorylation et de myristoylation.  
 
En conclusion, les différents transcrits codés par SBSN sont fortement exprimés dans 
l’épiderme, plus particulièrement dans les couches suprabasales. La longueur du domaine 
central formé de répétitions est variable, suite à un épissage alternatif des messagers. A ce jour, 
aucune fonction n'est connue pour la suprabasine, quelle que soit l'isoforme considérée. 
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III.B. La découverte de la dermokine-DMKN 
En 2004, deux équipes découvrent simultanément, par deux techniques différentes, un 
nouveau gène situé entre KRTDAP et SBSN, nommé DMKN. Ils définissent alors le locus 
SSC regroupant ces trois gènes codant pour des protéines sécrétées et exprimées dans les 
couches suprabasales de l’épiderme (Matsui et al., 2004; Moffatt et al., 2004).  
Notre équipe et l’équipe japonaise ont découvert DMKN lors d’études visant à identifier les 
gènes tardivement exprimés lors de la différenciation kératinocytaire (Matsui et al., 2004; 
Toulza et al., 2006). Au laboratoire, l’établissement du transcriptome du kératinocyte granuleux 
humain a été réalisé par la technique des ORESTES (ORF-EST). Cette technique s’appuie sur 
des réactions PCR à faible stringence pour produire des banques d’EST peu redondantes 
(Toulza et al., 2006). De façon étonnante, DMKN correspond à l’un des ADNc les plus 
fréquemment séquencés, montrant une abondance comparable à celle de la filaggrine et de la 
kératine 10 (Toulza et al., 2007). 
III.C. Organisat ion du gène DMKN  
Chez l'Homme, le gène DMKN, situé sur le chromosome 19q13.12, s'étend sur environ 16 
kb (Figure 28 A). Plus l'étude de ce gène avance et plus l'analyse de son épissage devient 
complexe. En 2004, deux messagers sont identifiés chez l’Homme : DMKNα et DMKNβ 
(Matsui et al., 2004). En 2006, l’analyse du transcriptome humain du kératinocyte granuleux a 
permis la définition de deux familles de messagers supplémentaires : DMKNγ et DMKNδ 
(Toulza et al., 2006). En 2007, le messager DMKNγ est également cloné chez la souris et une 
cinquième famille potentielle de transcrits est décrite : DMKNε (Naso et al., 2007). En 2008, 
l’analyse de la totalité des données d’ORESTE du laboratoire nous a permis de mettre à jour la 
description du gène DMKN et de ses transcrits. Nous avons identifié un 26e exon et de 
nouveaux variants d’épissage (Figure 28). 
 
Les cinq familles humaines de variants sont définies par la combinaison d’un site d’initiation 
et d’un site de terminaison de la transcription. En effet, le gène DMKN comprend trois zones 
distinctes d’initiation de la transcription sur les exons 1, 7 et 19, ainsi que deux sites de 
polyadénylation situés sur les exons 16 et 26. Plusieurs exons sont alternatifs (5, 9, 10, 11, 12, 
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13, 21, 25) et la combinaison de leur présence ou leur absence détermine chaque membre des 
familles de variants. L’exon 6 a été déterminé à partir de l’analyse des EST mais les séquences 
ne sont pas assez longues pour déterminer si les messagers le contenant appartiennent à la 
famille β, à la famille γ, ou aux deux. Le nombre de messagers déposés dans les banques est 
aujourd’hui de 38 et celui des EST de 444 (Cluster Unigene Hs417795).  
 
Les variants α  (Figure 28 B) sont les plus courts avec sept exons au maximum. Ils 
s'étendent de l'exon 19 à l'exon 26. L'épissage alternatif des exons 21 et 25 porte à trois le 
nombre de membres de cette famille.  
Les variants β (Figure 28 B) sont les plus longs et s'étendent sur toute la longueur du 
gène, de l'exon 1 à l'exon 26 avec 18 exons au maximum. Au laboratoire, nous avons séquencé 
deux formes tronquées de variant β résultant de l’utilisation de deux sites alternatifs donneurs 
d'épissage sur l'exon 5. Leur association à un saut d'exon entraîne la perte de tous les exons 
jusqu'à l'exon 26. Cet exon est non codant dans les autres variants β puisque le codon STOP est 
porté par l’exon 24. En absence de l’exon 24, l’exon 26 est partiellement traduit. Les trois 
autres messagers β résultent de l'épissage alternatif des exons 5, 10, 11 et 21 (Toulza et al., 
2006; Naso et al., 2007). 
Les variants γ (Figure 28 B) débutent comme les messagers β à l'exon 1 mais sont plus 
courts du fait de l'incorporation de l'exon 16 qui porte un site de polyadénylation. La différence 
entre les quatre messagers décrits à ce jour est le résultat de l'épissage alternatif des exons 9, 10, 
11 et 13 (Toulza et al., 2006; Naso et al., 2007). 
Les variants δ (Figure 28 B) sont les plus nombreux. La transcription débute à l'exon 7 et 
se termine à l'exon 26. L'épissage alternatif des exons 9, 10, 11, 12, 13, 21 et 25 entraîne la 
formation de 12 transcrits différents. 
Les autres variants (Figure 28 C) sont les plus récemment découverts. D’une part les 
messagers de la famille ε, décrite dans une seule étude, débutent par l'exon 7 comme les 
isoformes δ et se terminent par l'exon 16 comme les isoformes γ. L'épissage alternatif des exons 
9 à 11 et la rétention de la totalité de l'intron situé entre les exons 7 et 8 induisent la formation 
de trois transcrits (Naso et al., 2007). Malgré plusieurs tentatives pour cloner ces transcrits à 
partir d’ADNc d’épiderme humain, y compris à l’aide d’amorces similaires à celles décrites par 
ces auteurs, nous ne les avons jamais mis en évidence. D’autre part, nous avons identifié au 
laboratoire deux messagers (AK304668 et AK316475) qui pourraient appartenir à une sixième 
famille de variants. En effet, ils comportent le même site d’initiation de la transcription que les 
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variants δ, mais la rétention d’intron après l’exon 20 entraînerait l'apparition d'un nouveau site 
de terminaison de la transcription. L’expression de ces nouveaux variants reste à confirmer. 
 
 
 
Figure 28 : Organisation du gène DMKN humain et de ses transcrits 
(A) Organisation des 26 exons du gène DMKN. Les familles de transcrits établies (B) et les 
familles de transcrits putatives (C) sont alignées avec les exons du gène. Les exons alternatifs sont 
indiqués en bleu. Les exons dont le site donneur d’épissage est alternatif sont indiqués en orange. 
Les rétentions d’intron sont indiquées en vert. Les numéros d’accession sont indiqués à droite des 
transcrits. Les transcrits sans numéro d’accession correspondent aux séquences issues de l’analyse 
des ORESTES. Plusieurs numéros d’accession correspondent à un même transcrit lorsqu’ils ne 
diffèrent que par la détermination des régions non codantes. D’après (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?org=Human&db=hg18&hgsid=150688724 – Assembly Mars 2006 – Custom Track : 
http://udear.cnrs.free.fr/GK_ORESTES.txt). 
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Chez la souris, le gène DMKN ne comporte que 22 exons. Des messagers appartenant aux 
familles α, β et γ ont été décrits. Les transcrits des familles α et β sont conservés entre 
l’Homme et la souris : la comparaison de leurs séquences nucléotidiques montre un taux 
d’identité de 63% pour le messager α (AK003695/AL832080) et de 55% pour le messager β 
(AK081753/BC035311) (Matsui et al., 2004).  
III.D. Régulat ion de la transcription de DMKN  
La transcription des familles de variants débute sur trois exons différents et les promoteurs 
régulent différemment leur expression.  
L’expression des variants α est associée à la stratification de l'épiderme au cours du 
développement embryonnaire de la souris (Matsui et al., 2004). Chez la souris adulte, 
l’expression des transcrits α est détectée par RT-PCR dans de nombreux tissus épithéliaux. 
Chez l'Homme, ils sont détectés uniquement dans le placenta et dans toutes les couches de 
l'épiderme (Toulza et al., 2006). 
Les variants β et γ humains sont présents uniquement dans les couches les plus 
différenciées de l'épiderme, où ils sont très fortement exprimés (Toulza et al., 2006). Lors de 
l'embryogenèse chez la souris, ils sont détectables par hybridation in situ dès E15,5, ce qui 
coïncide avec la stratification de l'épiderme (Matsui et al., 2004). Chez la souris, l’expression de 
ces transcrits ne semble pas être restreinte à l’épiderme puisque des messagers ont été détectés 
par RT-PCR en temps réel dans plusieurs épithéliums stratifiés cornifiés comme ceux de la 
langue, de l’œsophage ou de la trachée (Matsui et al., 2004). 
L’analyse du promoteur des variants β et γ montre que des modules formés de la 
combinaison de sites de fixation des facteurs de transcription sont conservés d’une espèce à 
l’autre chez les mammifères étudiés (Mattiuzzo et al., en révision). Aucun site de fixation de 
facteurs de transcription spécifiques des couches suprabasales de l’épiderme n’a été identifié 
par cette approche (Figure 29). 
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Figure 29 : Analyse des promoteurs des orthologues du gène DMKN par Genomatix 
(A) L’analyse du promoteur du gène DMKN à partir du site internet « UCSC Genome Browser » 
montre un taux de conservation élevé entre le promoteur humain et celui d’autres espèces, en 
particulier dans trois régions (CR, trait rouge). (B) L’utilisation de l’outil Frameworker a mis en 
évidence la conservation de combinaison de sites de liaison aux facteurs de transcription (ovales 
colorés) dans deux des régions les plus conservées (Mattiuzzo et al., en révision). 
Les variants δ ont été détectés par RT-PCR dans de nombreux tissus humains : peau, colon, 
ovaire, prostate, testicule, thymus, cœur, poumon, placenta, rein, pancréas (Toulza et al., 
2006)… Ils sont donc ubiquistes chez l’Homme. Chez la souris au contraire, l’analyse 
approfondie de la séquence génomique de DMKN ne nous a pas permis d’identifier 
l’équivalent de l’exon 7 humain. Aucun ARNm n’ayant été décrit à ce jour, les transcrits δ 
semblent donc ne pas exister chez la souris. 
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III.E. Les famil les de protéines 
Plusieurs protéines sont issues de ces familles de transcrits (Figure 30). Elles partagent des 
séquences d’acides aminés plus ou moins longues avec les protéines des autres familles. Ainsi, 
les isoformes β sont les plus longues et partagent des acides aminés avec les protéines de toutes 
les autres familles. Par ailleurs, seules les protéines de la famille δ ne présentent pas de peptide 
signal. Plusieurs anticorps polyclonaux marquant des sous-groupes de protéines ont été réalisés 
chez le lapin. Malheureusement, les affinités de ces anticorps sont trop faibles pour être 
exploitables, excepté l’anticorps ZD-AB, obtenu après immunisation avec un peptide situé au 
début de l’exon 2. Il reconnaît les protéines des familles β et γ. 
 
 
 
Figure 30 : Représentation schématique des isoformes DMKN 
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III.E.1. Les protéines de la  famil le α 
 
Les trois transcrits de la famille α codent pour deux protéines potentielles de 90 et 104 
acides aminés de respectivement 9,7 et 11,1 kDa (Figure 31). Elles portent un peptide signal 
fonctionnel de 21 acides aminés induisant leur sécrétion (Toulza et al., 2006). Leur point 
isoélectrique (pI) très élevé (environ 9,9) est une caractéristique commune à différentes 
cytokines telles que BMP, eotaxin, FGF, Wnt et PDGF. Ces analogies entre l’isoforme α et les 
cytokines - faible poids moléculaire, pI élevé et sécrétion - a conduit Matsui et coll. à proposer 
le nom de Dermokine pour ce gène (Matsui et al., 2004). A ce jour, aucune fonction de type 
cytokine n'a été attribuée aux dermokines. Partageant sa séquence peptidique avec le domaine 
C-terminal des isoformes sécrétées β alors que son promoteur est distinct, elle pourrait jouer un 
rôle de compétiteur vis-à-vis de la forme longue. 
 
 
 
 
Figure 31 : Alignement des séquences peptidiques des isoformes α humaines 
Les séquences codées par différents exons sont individualisées par une alternance fond jaune/fond 
blanc. Le numéro de l’exon correspondant est indiqué au-dessous. Les acides aminés codés par des 
exons alternatifs sont indiqués en italique et en rouge. Le rectangle orange indique le peptide 
signal. Si plusieurs messagers ne diffèrent que par leur partie non codante, une seule protéine est 
représentée. 
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III.E.2. Les protéines des famil les β  et  γ  
Les protéines des familles β et γ sont les plus longues et ne diffèrent que par leur partie C-
terminale (Figure 30). Elles débutent au même codon initiateur de la traduction et l'isoforme 
γ est entièrement incluse dans l'isoforme β, à l’exception des huit derniers acides aminés codés 
par l'exon 16 (Figure 32).  
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Figure 32 : Alignement des séquences protéiques des isoformes β et γ humaines 
Les séquences codées par différents exons sont individualisées par une alternance fond jaune/fond 
blanc. Le numéro de l’exon correspondant est indiqué au-dessous. Les acides aminés codés par des 
exons alternatifs sont indiqués en italique et en rouge. Le rectangle orange indique le peptide 
signal. Le rectangle vert foncé indique l’épitope reconnu par le sérum anti-peptide ZD-AB produit 
chez le lapin. Le rectangle violet délimite le domaine central riche en glycine et en sérine. Les 
cystéines sont encadrées en vert clair, le site potentiel de N-glycosylation est encadré en bleu et le 
site d’attachement aux intégrines est encadré en bordeaux.  
Les isoformes β et γ présentent un peptide signal fonctionnel et sont sécrétées dans l'espace 
extracellulaire à l’interface couche granuleuse/couche cornée de l’épiderme, comme le montre 
l'utilisation en immunomicroscopie électronique à transmission de l’anticorps ZD-AB. Par 
contre, le marquage de la couche cornée est faible en immunohistochimie et absent en 
immunomicroscopie électronique à transmission. Dans un épiderme psoriasique, l’expression 
des DMKNβ/γ est étendue aux couches plus profondes et les protéines sont concentrées au 
pôle apical des cellules. Ce marquage pourrait correspondre à une accumulation des protéines 
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dans les kératinosomes, juste avant leur sécrétion (Figure 33) (Toulza et al., 2006). L'anticorps 
polyclonal produit par Naso et al. a été réalisé à partir de dermokine γ entière. Il pourrait donc 
reconnaitre DMKNβ et DMKNδ, en plus de DMKNγ. Les isoformes δ étant ubiquistes, 
l'utilisation d'un tel anticorps ne permet pas de déterminer quelle est l'isoforme détectée (Naso 
et al., 2007). 
 
 
Figure 33 : Localisation des isoformes β et γ dans l’épiderme humain 
(A) Les DMKNβ/γ sont détectées (flèches noires) en immunomicroscopie électronique à 
transmission dans les kératinosomes de l’épiderme humain normal (a-d). Les flèches blanches 
indiquent les structures lamellaires internes confirmant l’identité des vésicules. Les DMKNβ/γ 
sont sécrétées dans l’espace extracellulaire au pôle apical des kératinocytes granuleux, entre les 
desmosomes. (B) Les DMKNβ/γ sont détectées en immunohistochimie dans la couche granuleuse 
de l’épiderme humain normal (b). Dans l’épiderme psoriasique (d-e), elles sont détectées dans un 
nombre accru d’assises cellulaires et sont concentrées au pôle apical des cellules. Les encarts (a et c) 
montrent les immunohistochimies contrôles réalisées sans anticorps primaire (Toulza et al., 2006). 
La région protéique codée par l'exon 2 est très riche en glycine (36%) et assez riche en 
proline (10%). Ces proportions rappellent celles des fibrilles de collagènes. Cependant, les 
répétitions du triplet consensus GXY sont discontinues, les glycines n’étant pas régulièrement 
espacées par deux résidus. Ce domaine est donc peu susceptible de former des fibrilles (Naso 
et al., 2007). 
 
Le domaine codé par les exons humains 4 à 8, particulièrement riche en sérine (41%) et en 
glycine (39%), est conservé chez le rat, le taureau et la souris. Plusieurs protéines épidermiques 
dont les kératines, la cornéodesmosine et la loricrine, comportent des domaines de 
composition semblable qui pourraient s'organiser en structures décrites par Peter Steinert 
comme des « boucles glycine » (Steinert et al., 1991). D'après ce modèle, les boucles glycine 
sont constituées par le rapprochement de résidus hydrophobes (essentiellement aromatiques) 
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qui forment les pieds de boucle. Les acides aminés (essentiellement sérine et glycine) entre ces 
résidus s’organisent en boucles souples.  
Cette conformation particulière est impliquée dans la formation d’interactions de type 
Velcro, c'est-à-dire faibles et réversibles (Steinert et al., 1991). Ces interactions pourraient être 
essentielles pour l’homéostasie cutanée puisque des mutations portées par les gènes codant 
pour certaines kératines ou la loricrine entraînent des pathologies cutanées telles que l’ichtyose 
hystrix et des kératodermies palmoplantaires (Se référer au chapitre Introduction II.C.2.a.i).  
La cornéodesmosine présente deux domaines riches en glycine et en sérine. Seul le 
domaine N-terminal correspond parfaitement aux critères définis par Steinert et coll. pour 
former les boucles glycine. Or, il a été montré que ce domaine est nécessaire et suffisant pour 
permettre la formation d’homo-oligomères in vitro, et pour conférer à la CDSN des propriétés 
d’adhérence homophile (Jonca et al., 2002; Caubet et al., 2004b). La lustrine A, exprimée par 
l’ormeau Haliotis rufescens, qui entre dans la composition de la nacre (Shen et al., 1997; 
Wustman et al., 2002) et la séricine, produite par Bombyx mori, qui entre dans la composition 
de la soie (Altman et al., 2003), sont deux protéines présentant un domaine pouvant s’organiser 
en boucles glycine (Figure 34).  
Malgré sa richesse en glycine et sérine, l'absence d'acide aminé hydrophobe permettant la 
formation des pieds de boucle compromet la conformation du domaine central des 
dermokines β et γ en boucle glycine. Néanmoins, deux cystéines parfaitement conservées chez 
l’Homme, la souris et le rat encadrent ce domaine et pourraient former un pont disulfure, 
engendrant une grande boucle très flexible (Figure 34). Au laboratoire, aucune interaction 
entre les dermokines et la cornéodesmosine n'a été mise en évidence par co-
immunoprécipitation, malgré leur localisation commune dans l'espace intercellulaire. 
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Figure 34 : Exemples de protéines présentant des domaines susceptibles de former des 
boucles glycine. 
(A) Domaines riches en glycine et sérine. (B) Représentation schématique des boucles glycine du 
domaine N-terminal de CDSN. (A-B) Les résidus formant les boucles (glycine et sérine) sont 
notés en bleu, les résidus hydrophobes (aliphatiques ou aromatiques) constituant les pieds de 
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boucle sont notés en rouge, les cystéines de DMKN pouvant former un pont disulfure sont notées 
en vert. 
Les intégrines sont formées d’une chaîne α associée à une chaîne β mais toutes les 
associations ne sont pas possibles (Figure 35). Dans l'épiderme normal, l'expression de la 
majorité des intégrines est confinée dans la couche basale (Watt, 2002). Seule la sous-unité β8 a 
été détectée par immunohistochimie dans les couches suprabasales de l'épiderme de souris 
adulte (Stepp, 1999). Son seul partenaire connu est la sous-unité αv (Figure 35). Le dimère 
αvβ8 forme un récepteur pour la vitronectine (Nishimura et al., 1994) mais aussi la laminine-
111, le collagène-IV et la fibronectine (Venstrom et Reichardt, 1995). Cependant, aucun de ces 
ligands n’a été décrit dans les couches suprabasales de l’épiderme. De plus, l’expression 
conjointe des sous-unités αv et β8, et leur association dans l'épiderme humain n'a jamais été 
analysée. L’existence d’une intégrine fonctionnelle dans les couches suprabasales n’est donc pas 
prouvée.  
 
 
Figure 35 : Les hétérodimères d’intégrines 
http://www.ebiologie.fr/upload/Gallery/adherence12.jpg. 
 
Récemment, l'établissement du transcriptome épidermique par puce à ADN à partir 
d’ARN extraits de fractions enrichies en kératinocytes - soit basaux, soit suprabasaux (après tri 
en fonction de la présence ou de l’absence de l’intégrine β4) - a montré que les messagers des 
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intégrines α5 et β1 persistent dans les couches suprabasales (Radoja et al., 2006). Cependant, 
aucun EST d’intégrine n’a été séquencé lors de l’établissement du transcriptome du 
kératinocyte granuleux au laboratoire. Aussi la fonctionnalité du motif RGD inclus dans les 
dermokines longues reste assujettie à la présence d'intégrines fonctionnelles dans les couches 
granuleuse et cornée, ce qui n'a pas encore été démontré.  
 
Contrairement aux isoformes intracellulaires δ et ε et à l'isoforme courte α, le pI des 
isoformes longues est neutre à faiblement acide (6,88 à 6,15). Les poids moléculaires prédits 
des isoformes γ (35 à 42 kDa) et β (47 à 50 kDa) sont inférieurs à ceux apparents lors de la 
migration d'extrait protéique d'épiderme humain en SDS-PAGE. Les prédictions de NetNGlyc 
1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) indiquent un site de N-glycosylation potentielle 
au sein de la région riche en glycine et sérine. Celles de NetOGlyc 3.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) indiquent que plusieurs sérines de la région riche 
en sérine et glycine pourraient être O-glycosylées ainsi que trois thréonines ; deux qui encadrent 
le domaine central et la dernière qui est présente également dans les isoformes α. Un 
traitement à la N-glycosidase F (PNGase) et/ou à la sialidase ne modifie pas sensiblement la 
migration de DMKNβ/γ (résultats non publiés). Par contre, un traitement à la O-glycosidase 
et/ou à la sialidase de protéine recombinante γ produite dans les cellules HEK293H permet la 
libération de glycanes (Naso et al., 2007). L'existence de ces modifications post-traductionnelles 
n'a pour l'instant pas été montrée in vivo.  
 
L'analyse de la migration de dermokine γ recombinante, produite dans des cellules 
eucaryotes HEK293H, en condition réductrice ou non réductrice, a montré des bandes de haut 
poids moléculaire compatibles avec la formation de multimères. La dimérisation et la 
trimérisation de la protéine recombinante ont été confirmées par « Matrix-assisted laser 
desorption ionization-mass spectrometry » (MALDI). L’analyse d’un extrait de protéines de 
peau humaine par SDS-PAGE en condition non réductrice a également montré la 
multimérisation de dermokines endogènes, mais l’anticorps utilisé ne permet pas de déterminer 
les isoformes impliquées (Naso et al., 2007). 
III.E.3. Les protéines de la  famil le δ  
Les transcrits de la famille δ portent plusieurs codons initiateurs de la traduction sur les 
exons 10, 12 et 14, rendant impossible la prédiction de la première méthionine. Sur les douze 
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transcrits de la famille δ, certains ne diffèrent que par leur partie 5’ non codante. Ainsi, 
l’ensemble des messagers ne code que pour deux à sept protéines potentielles différentes selon 
la première méthionine traduite (Figure 36).  
 
 
Figure 36 : Alignement des séquences peptidiques des isoformes δ humaines 
Les séquences codées par différents exons sont individualisées par une alternance fond jaune/fond 
blanc. Le numéro de l’exon correspondant est indiqué au-dessous. Les acides aminés codés par des 
exons alternatifs sont indiqués en italique. Les séquences en bleu soulignent l’incertitude quant à la 
première méthionine qui peut être située en position 1, 21 ou 96. Si plusieurs messagers ne diffèrent 
que par leur partie non codante, une seule protéine est représentée. 
Les protéines δ, quel que soit le codon initiateur de la traduction, ne possèdent pas de 
peptide signal consensus. De plus, la production de la protéine recombinante δ5 dans les 
cellules eucaryotes 293/EBNA a confirmé l'absence de sécrétion dans le milieu de culture. 
Seules protéines intracellulaires issues du gène dermokine, elles sont également ubiquistes 
puisque leurs transcrits sont retrouvés dans la majorité des organes et tissus humains. Comme 
les isoformes α, elles sont exprimées dans toutes les couches de l'épiderme humain (Toulza et 
al., 2006). 
Leur poids moléculaire prédit varie entre 14,1 et 22 kDa, et leur point isoélectrique reste 
basique (9,7 à 9,9). La production d'anticorps spécifique est impossible puisqu'elles ne 
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possèdent aucune séquence peptidique propre, tous les exons étant retrouvés dans au moins 
une autre famille d'isoforme.  
III.E.4. Les protéines des famil les ε  
Il n’y a à ce jour aucune preuve évidente de l’existence de protéines potentiellement codées 
par les transcrits ε. Ce serait de petites protéines intracellulaires. 
III.F. Particulari tés du gène DMKN 
Le gène DMKN présente plusieurs particularités. Tout d’abord il subit un épissage 
alternatif très complexe menant non seulement à cinq familles de transcrits mais en plus chaque 
famille est constituée de plusieurs membres. De surcroît, rares sont les gènes à présenter des 
transcrits dont les produits sont soit intracellulaires, soit extracellulaires suite à leur sécrétion par 
la voie classique après clivage d’un peptide signal. Dans la littérature, peu de cas similaires sont 
décrits. La gelsoline, par exemple, existe sous forme intracellulaire et extracellulaire, 
conséquence d'un épissage alternatif (Kwiatkowski et al., 1986). Les deux isoformes 
interagissent avec l’actine mais si la forme intracellulaire est impliquée dans la polymérisation 
de l’actine, la forme extracellulaire est impliquée dans la clairance de l’actine présente dans le 
plasma (Bucki et al., 2008). La transferrine est non seulement sécrétée par le foie où elle joue 
un rôle dans le transport du fer, mais elle est également présente dans le cytoplasme des 
oligodendrocytes, où elle pourrait jouer un rôle dans la maturation de ces cellules et le 
processus de myélinisation (de Arriba Zerpa et al., 2000). Enfin, « chordin-like 2 » (hCHL2) est 
un gène semblable au gène chordine. Sa transcription génère plusieurs familles de variants 
présentant ou non une séquence codant un peptide signal. Le profil d’expression de chacun de 
ces variants dans les tissus humains est différent. Leur expression est également régulée 
spécifiquement au cours de la différenciation des myoblastes et des ostéoblastes (Oren et al., 
2004). Dans chacun de ces exemples, les isoformes intracellulaires et extracellulaires codées par 
un même gène présentent des localisations variées tant au niveau cellulaire que tissulaire, qui 
s’accompagnent de fonctions différentes pour chacune d'entre elles. 
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Le gène DMKN ne présente aucune homologie avec d’autres gènes des génomes humain et 
murin. Il subit un épissage alternatif complexe, aboutissant à la production de plusieurs familles 
d’isoforme très différentes, du point de vue de leur séquence protéique mais également de leur 
expression. Les isoformes DMKNβ /γ semblent particulièrement intéressantes, puisque ces 
protéines extracellulaires sont exprimées uniquement dans la couche granuleuse de l’épiderme 
humain et que leurs messagers sont très abondants dans cette assise cellulaire. 
 
 
L'absence totale d'homologie avec d'autres gènes ou protéines déjà décrits ne permet pas de 
prévoir la fonction des isoformes de dermokine.  
 
- Pour orienter les recherches, nous avons affiné l’étude de l’expression et de la 
localisation des isoformes DMKNβ/γ dans l’épiderme humain et murin grâce à 
l’utilisation d’un sérum anti-peptide de lapin produit par le laboratoire. Aucun sérum 
dirigé contre DMKNδ  n’étant suffisamment affin, cette première phase d’étude n’a 
pu être menée à bien pour cette famille d’isoformes.  
 
- Pour trouver des indices sur la fonction des dermokines, nous avons choisi de 
rechercher des partenaires potentiels de chacune des isoformes de dermokine par la 
méthode de double hybride chez la levure. Après confirmation de l’interaction entre 
la dermokine et le partenaire identifié, le but a été de caractériser le rôle précis des 
dermokines dans les voies identifiées. 
 
 
 
Les résultats obtenus étant très différents pour les isoformes DMKNδ et DMKNβ/γ, ils 
seront présentés en deux parties distinctes dans ce manuscrit. 
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I.  ROLE DE DMKNδ  DANS L’ENDOCYTOSE PRECOCE 
I.A. Article n°1 – publié dans Plos One le 10 mars 2011 
Introduction 
Dans le but d’identifier les gènes exprimés tardivement au cours de la différenciation de 
l’épiderme humain, nous avons analysé le transcriptome du kératinocyte granuleux. De 
manière surprenante, un des gènes les plus représentés est le gène dermokine qui code pour 
plusieurs familles de protéines de fonction inconnue. A ce jour, quatre familles de transcrits ont 
été caractérisées. Ces transcrits codent pour les isoformes sécrétées α, β et γ dont l’expression 
est restreinte à l’épiderme et pour les isoformes δ intracellulaires et ubiquistes. 
 
Matériel et méthodes 
Nous avons identifié de nouveaux partenaires de DMKNδ par double hybride chez la 
levure. Les interactions protéiques ont été caractérisées in vitro par GST pull-down et in vivo 
par transfection et immunolocalisation dans les cellules HeLa. 
 
Résultats 
Nous avons identifié les petites GTPases Rab5 comme partenaires de DMKNδ. Nous 
avons montré que la région minimale pour cette interaction est restreinte aux 25 premiers 
acides aminés de DMKNδ. Rab5 est un facteur clé de l’endocytose, notamment des 
évènements d’amarrage et de fusion des endosomes précoces. Comme les autres GTPases, 
Rab5 opère un cycle entre un état inactif (lié au GDP) et un état actif (lié au GTP). In vivo, 
DMKNδ colocalise majoritairement avec la forme inactive de Rab5. De plus, l’expression de 
DMKNδ dans les cellules HeLa induit la formation de vésicules dans lesquelles elle colocalise 
partiellement avec Rab5 endogène et avec la clathrine, et stimule l’endocytose de la transferrine. 
Enfin, DMKNδ d’une part permet de lever l’inhibition de la fusion des endosomes causée par 
un mutant dominant négatif de Rab5, et d’autre part favorise la liaison de la petite GTPase au 
GTP, et donc son activation. 
 
Conclusion 
Ce travail suggère que DMKNδ active Rab5 et qu’elle est donc impliquée dans l’endocytose 
précoce. 
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I.B. Compléments  d’ informations 
I.B.1. Le traf ic endomembranaire 
Les cellules internalisent par endocytose du matériel extracellulaire, des ligands, des 
nutriments, mais aussi des protéines et des lipides composant la membrane plasmique. Ces 
ponctions faites à la membrane sont contrebalancées par la voie endosomale de recyclage qui 
ramène la majorité des protéines et des lipides endocytés à la membrane plasmique. Cette 
balance contrôle la composition de la membrane plasmique mais aussi l'incorporation de 
nutriments, l'adhérence cellulaire, la formation de jonctions, la migration et la polarité 
cellulaires, ainsi que la transduction du signal. Parallèlement à la voie de recyclage, la voie de 
dégradation prend en charge les composants qui seront finalement dégradés dans les 
lysosomes. La surface membranaire internalisée par heure est estimée entre une et cinq fois la 
surface totale de la membrane plasmique suivant le type cellulaire (Steinman et al., 1983).  
I.B.1.a.  Les voies d'entrée 
La phagocytose et la pinocytose sont deux mécanismes différents de voie d'entrée dans la 
cellule ; la première donne naissance à de grandes vésicules nommées phagosomes et la 
seconde à de petites vésicules nommées endosomes (Conner et Schmid, 2003). La phagocytose 
et la macropinocytose impliquent toutes deux un remodelage du cytosquelette d'actine qui 
induit la formation de grandes vésicules mais diffèrent au niveau mécanistique. La pinocytose, 
ou endocytose en phase fluide, se divise en plusieurs voies : dépendante de la clathrine, 
dépendante de la cavéoline et indépendante de la cavéoline et de la clathrine (Figure 37) 
(Pour revue – Doherty et McMahon, 2009). 
 
Figure 37 : Les voies d’entrée de l’endocytose 
Schéma d’après (Conner et Schmid, 2003). Photographies (Heuser, 1989; Anderson, 1998). 
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I.B.1.a.i. La phagocytose 
La phagocytose n'est réalisable que par certaines cellules spécialisées, dont les macrophages, 
les monocytes et les neutrophiles, qui éliminent les pathogènes de grande taille comme les 
bactéries et les levures, ou les résidus de cellules après apoptose (Aderem et Underhill, 1999). 
C'est un processus actif et finement régulé qui implique des récepteurs spécifiques présents à la 
surface des cellules, et des membres de la famille Rho. L'activation de « ras-related C3 
botulinum toxin substrate» (Rac) et « cell division cycle 42 » (Cdc42) provoque un assemblage 
d'actine et la formation d'extensions membranaires qui entourent les particules, jusqu'à 
absorption complète. Il existe plusieurs modes de phagocytose suivant la nature de la particule 
ingérée et des récepteurs engagés (Figure 38). Les cascades de signaux qui s'ensuivent sont 
également différentes et activent ou non la réponse inflammatoire (Chimini et Chavrier, 2000). 
La vésicule formée est appelée phagosome et suit une voie parallèle à celle des endosomes 
précoces, passant d’abord par le stade de phagosome précoce puis de phagosome tardif et enfin 
de phagolysosome, suite aux fusions séquentielles avec d'autres vésicules de transport (Vieira et 
al., 2002; Desjardins et Griffiths, 2003). 
 
 
Figure 38 : Les modes de 
phagocytose 
Images de microscopie électronique 
à balayage montrant deux formes 
de phagocytose d’une levure par un 
parasite (Pereira-Neves et 
Benchimol, 2007). (a-c) Au cours 
de la première forme de 
phagocytose, la particule 
internalisée s’enfonce dans la 
cellule sans la participation de 
protrusions de la membrane 
plasmique. (d-f) La deuxième 
forme de phagocytose est celle 
décrite pour les macrophages, au 
cours de laquelle des pseudopodes 
(astérisques) et des filopodes (tête 
de flèche) coopèrent. Dans tous les 
cas, la membrane entourant la 
particule forme une vésicule 
nommée phagosome libérée à 
l’intérieur de la cellule. Barres 
4mm. 
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I.B.1.a.ii. La macropinocy tose 
La macropinocytose accompagne les ondulations membranaires qui sont induites après 
stimulation par des facteurs de croissance ou d'autres stimuli. Comme dans le cas de la 
phagocytose, des membres de la famille Rho induisent la formation de protrusions 
membranaires. Cependant, ces protrusions n'entourent pas une grosse particule mais 
s'effondrent sur la membrane plasmique avec laquelle elles fusionnent, générant de grandes 
vésicules (Figure 39). Ce phénomène remplit diverses fonctions dont l'élimination de 
molécules signal activées, la migration cellulaire ou encore la présentation d'antigènes par les 
cellules dendritiques. 
 
 
Figure 39 : La macropinocytose 
(A) Représentation schématique de la macropinocytose. (1)  Les protrusions membranaires sont la 
force motrice. (2) Les protrusions retombent sur elles-mêmes (3)  puis fusionnent avec la 
membrane plasmique et libèrent le macropinosome à l’intérieur de la cellule. (4) Le destin des 
macropinosomes n’est pas entièrement compris et semble varier suivant le type cellulaire. (B)  
Image de microscopie électronique à balayage d’un macrophage activé montrant des protrusions 
actives. Les flèches indiquent les protrusions circulaires (Araki et al., 2000). 
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I.B.1.a.iii. L’endocy tose à  cla thrine 
 
Chez les vertébrés, le mécanisme d'endocytose dominant est l'endocytose dépendante de la 
clathrine (Figure 40). C'est le mécanisme d'internalisation de nombreux récepteurs - dont les 
récepteurs de la transferrine qui sont recyclés à la membrane - ainsi que les récepteurs du 
facteur de croissance épidermique (EGF) et des lipoprotéines de faible densité (LDL) qui sont, 
eux, dégradés (Goldstein et al., 1985).  
Les récepteurs en voie d'internalisation sont concentrés dans les puits à clathrine (CCP). La 
clathrine est un complexe protéique hexamérique en forme de triskèle ayant la capacité de 
s'auto-assembler. Elle forme ainsi une sorte de cage sphérique creuse dans laquelle la 
membrane plasmique est guidée sous l'impulsion d'un stimulus d'assemblage. La formation d'un 
CCP fait intervenir de nombreuses protéines dont le complexe multiprotéique adaptateur AP-2 
spécifique du trafic vésiculaire à la membrane plasmique. Cet adaptateur possède plusieurs 
domaines, l'un liant la clathrine, l'autre s'associant à la partie cytosolique des récepteurs à 
internaliser (Brodsky et al., 2001). Egalement impliquée dans la formation de CCP, l’epsine 
présente non seulement un rôle de protéine adaptatrice mais est aussi capable d’induire une 
courbure de la membrane indispensable à la formation de CCP (Horvath et al., 2007). 
A la fin de sa formation, la vésicule se détache de la membrane plasmique sous l'action de 
la dynamine, une GTPase dont le rôle exact lors de la fission membranaire ainsi que le mode 
d’action sont encore discutés (Mettlen et al., 2009). Elle prend alors le nom de vésicule 
recouverte de clathrine (CCV). Puis elle perd son manteau de clathrine dans le cytoplasme sous 
l'action de l'auxiline (Lemmon, 2001) et de la synaptojanine (Verstreken et al., 2003). Sa fusion 
avec les endosomes précoces lui fait rejoindre la voie endocytaire (Doherty et McMahon, 
2009). 
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Figure 40 : Mécanismes de l’endocytose à clathrine 
(A) Représentation schématique d’un triskèle de clathrine composé de trois sous-unités formées 
par l’assemblage d’une chaîne lourde et d’une chaîne légère. (B) Image d’un triskèle obtenue par 
microscopie électronique à transmission après ombrage au platine (Ungewickell et Branton, 1981). 
(C) Image obtenue par microscopie cryo-électronique d’un manteau de clathrine composé de 36 
triskèles. Les complexes adaptateurs se fixent sur la surface interne du manteau formé par les 
domaines N-terminaux des triskèles (Smith et al., 1998). (D) Image de puits recouverts de 
clathrine obtenue par microscopie électronique après cryofracture. (E) Représentation des étapes 
de la formation d’un puits recouvert de clathrine qui, après détachement de la membrane 
plasmique est appelé vésicule recouverte de clathrine (Conner et Schmid, 2003). 
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I.B.1.a.iv. L’endocy tose à  cavéol ine 
Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique mesurant 50 à 100 nm de 
diamètre (Palade, 1953). Dans les cellules endothéliales où elles sont très abondantes, les 
cavéoles pourraient être responsables du passage de solutés de la lumière des vaisseaux 
sanguins vers les tissus voisins par transcytose (Simionescu, 1983). Depuis leur première 
description, les cavéoles ont été détectées à la surface de nombreuses cellules, au sein de 
microdomaines riches en cholestérol et en sphingolipides, et qui concentrent divers 
transporteurs membranaires et molécules signal. La forme et l'organisation structurale des 
cavéoles leur sont conférées par les cavéolines. Ce sont des protéines d'une topologie 
inhabituelle, les extrémités N- et C-terminales étant cytoplasmiques alors que le domaine 
central forme une sorte d'épingle à cheveux intramembranaire (Figure 41). Elles ont une forte 
affinité pour le cholestérol et sont capables d'oligomérisation, ce qui stabilise les microdomaines 
spécialisés que sont les cavéoles. En ce qui concerne le devenir des puits recouverts de 
cavéolines, la controverse reste active. Sous l'action de la GTPase dynamine, la cavéole se 
détache de la membrane plasmique et peut soit fusionner avec un cavéosome (large vésicule au 
pH neutre résultant de la fusion de cavéoles et présentant des propriétés de tri) 
indépendamment de « Ras related GTP-binding protein 5 » (Rab5), soit fusionner avec un 
endosome précoce suivant un mécanisme dépendant de Rab5, soit repartir directement à la 
membrane plasmique (Pour revue - Parton et Simons, 2007). 
 
 
Figure 41 : Cavéoles et cavéolines 
(A) Représentation schématique de l’insertion des cavéolines dans la membrane plasmique lors de 
la formation des cavéoles (Parton et Simons, 2007). (B) Image de cavéoles obtenue par 
miscrosopie électronique à balayage après cryofracture (Anderson, 1998). 
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I.B.1.a.v. L’endocy tose indépendante des cavéol ines et  de la cl athrine 
A ce jour, peu de voies d'endocytose indépendantes de la clathrine et des cavéolines ont été 
décrites et leurs mécanismes restent extrêmement flous. En effet, l'utilisation de méthodes 
bloquant les voies prépondérantes d'endocytose peut avoir un impact non négligeable sur les 
voies indépendantes des cavéolines et de la clathrine. Le blocage de l’endocytose à clathrine 
et/ou cavéoline a des répercussions sur les voies de signalisation, la réponse cellulaire au stress, 
ainsi que la distribution des protéines et des lipides de la membrane plasmique. Les 
mécanismes proposés comme étant distincts sont décrits soit en fonction des protéines leur 
étant nécessaires : dynamine, flottiline (protéine présentant une forte homologie avec la 
cavéoline), petites GTPases... soit en fonction des cargaisons prises en charge (Pour revue - 
Mayor et Pagano, 2007).  
I.B.1.b.  Les compartiments 
Les compartiments impliqués dans le trafic endomembranaire sont extrêmement 
dynamiques et varient fortement quant à leurs compositions moléculaires et leurs propriétés 
physico-chimiques (Gagescu et al., 2000). Les chemins suivis par les éléments endocytés sont 
nombreux, complexes, et impliquent l’action coordonnée d’un grand nombre de molécules 
assurant le tri et l’adressage précis aux différents compartiments intracellulaires. Plusieurs 
itinéraires de transport relient le système endocytaire au système endomembranaire de la voie 
de biosynthèse (Ghosh et al., 2003). 
I.B.1.b.i. Les  endosomes précoces 
Les endosomes précoces sont le point de convergence de la grande majorité des molécules 
internalisées. Ils sont situés en périphérie de la cellule sous la membrane plasmique et 
constituent la première plateforme de tri de la voie endocytaire. Ce sont des structures 
pléomorphes présentant des domaines tubulaires (80% de la surface - 30% du volume) et des 
domaines vésiculaires (20% de la surface - 70% du volume) fortement connectés entre eux 
(Figure 42) mais dont l'identité est maintenue essentiellement grâce à leur composition en 
protéines Rab. Le pH acide (5,9 - 6,0) est également une propriété importante, notamment 
pour la dissociation des complexes ligand-récepteur. Après fusion des vésicules d’endocytose 
avec les endosomes précoces, les éléments transportés s’orientent soit vers la voie de recyclage, 
soit vers la voie de dégradation. Les récepteurs libres destinés au recyclage sont dirigés vers les 
tubules tandis que les ligands destinés à la dégradation sont dirigés vers les vésicules 
intraluminales (Gruenberg et Maxfield, 1995; Gruenberg, 2001).  
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Figure 42 : Image d’un endosome précoce 
Image prise en microscopie électronique à transmission après 
cryofracture d’un endosome précoce ayant internalisé une 
lipoprotéine de faible densité marquée à l’or (Gruenberg, 2001). 
 
 
Les tubules de la voie de recyclage présentent de nombreux sous-domaines différents par 
leur composition et par leur destinée (Figure 43). Certains sous-domaines orientent leur 
cargaison vers le réseau trans-golgien par transport rétrograde, vers la membrane apicale ou 
basolatérale des cellules polarisées par transcytose, vers la membrane plasmique directement 
par la voie rapide ou indirectement via les endosomes de recyclage, ou encore vers les 
lysosomes sans l’étape intermédiaire des endosomes tardifs. On ne peut pas exclure l'existence 
d’autres sous-domaines impliqués par exemple dans le stockage. 
 
 
Figure 43 : Représentation schématique du tri dans l’endosome précoce 
L’endosome précoce est composé d’une partie vésiculaire dans laquelle s’accumulent des vésicules 
intraluminales comportant les éléments destinés à la dégradation, et d’une partie tubulaire divisée 
en sous-domaines aux destinées variées. La composition de ces domaines détermine si les éléments 
seront transportés vers le réseau trans-golgien, les lysosomes, la membrane plasmique ou les 
endosomes de recyclage (Bonifacino et Rojas, 2006).  
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Les marqueurs classiques des endosomes précoces sont la petite GTPase Rab5 (Chavrier et 
al., 1990), son effecteur « early endosome antigen 1 » (EEA1) (Mu et al., 1995) et le 
phospholipide Phosphatidylinositol 3-monophosphate (PtdIns(3)P) (Simonsen et al., 1998). 
I.B.1.b.ii. Les  endosomes de  recyclage 
Les endosomes de recyclage sont des structures essentiellement tubulaires, associées aux 
microtubules, localisées dans la zone périnucléaire et possédant un pH moins acide (6,5) que 
celui des endosomes précoces (Mellman et al., 1986). Ce compartiment présente lui aussi des 
fonctions de tri. Parmi les éléments recyclés, seuls ceux suivant la voie lente transitent par les 
endosomes de recyclage. Cependant, certaines molécules peuvent être à la fois recyclées par la 
voie lente et par la voie rapide. Les éléments recyclés peuvent être dirigés vers la membrane 
plasmique ou vers le réseau trans-golgien par transport rétrograde. Le marqueur classique de ce 
compartiment est la petite GTPase Rab11 (Sonnichsen et al., 2000). 
I.B.1.b.iii. Les  endosomes tardifs   
Après leur internalisation, les molécules destinées à la dégradation atteignent une autre 
plateforme de tri de la voie endocytaire : les endosomes tardifs. Ces organites, d'un pH compris 
entre 5 et 5,5, sont localisés dans la zone périnucléaire et proche de l'appareil de Golgi. Pour 
certains auteurs, les endosomes tardifs et les corps multivésiculaires (MVB) (Figure 44) 
correspondent au même compartiment. Pour d'autres auteurs, les MVB sont des 
compartiments transitionnels : la formation de petites vésicules internes provient de la 
ségrégation des molécules à dégrader dans l'endosome précoce, ce dernier se transformant 
alors en MVB. La fusion des MVB avec des vésicules provenant de l'appareil de Golgi et 
contenant des hydrolases fait alors partie intégrante du processus de maturation des MVB en 
endosome tardif.  
 
 
Figure 44 : Corps multivésiculaire 
Image d’un corps multivésiculaire entouré de 
lysosomes prise en microscopie électronique à 
transmission après marquage des phosphatases acides 
(Stark et al., 1988). 
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Les protéines « Endosomal Sorting Complex Required for Transport » (ESCRT) forment la 
machinerie impliquée dans la formation des invaginations de la membrane des endosomes 
tardifs (Pour revue - Williams et Urbe, 2007). Ce processus aboutit à la formation des vésicules 
intraluminales des MVB. Les ESCRT sont recrutées dès le stade d'endosome précoce, 
notamment par reconnaissance de l'étiquette mono-ubiquitine des récepteurs internalisés 
(Raiborg et al., 2003).  
Les endosomes tardifs concentrent les lipides et les protéines membranaires à dégrader 
mais sont également capables de recyclage vers le réseau trans-golgien, comme c’est le cas pour 
les récepteurs au mannose-6-phosphate (MPR). Par ailleurs, les endosomes tardifs sont 
cruciaux pour les cellules présentatrices d'antigène puisque c'est dans les MVB que les 
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de type II s’associent avec les peptides 
antigéniques (Kleijmeer et al., 2001). Ces complexes sont délivrés à la membrane via des 
exosomes et induisent l'activation des lymphocytes B et T (Denzer et al., 2000). 
Les protéines caractéristiques des endosomes tardifs sont : Rab9 (Lombardi et al., 1993), 
Rab7 (Meresse et al., 1995) et les MPR. Les protéines membranaires associées aux lysosomes 
(LAMP) et les glycoprotéines membranaires des lysosomes (LGP) sont concentrées dans les 
endosomes tardifs mais également dans les lysosomes. La composition lipidique de l’endosome 
tardif est unique : elle est fortement enrichie en acide lysobisphosphatidique (Kobayashi et al., 
1999). 
I.B.1.c.  De l’endosome tardif au lysosome 
Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer le mécanisme de transfert des 
éléments endocytés, ou cargaison, depuis les endosomes vers les lysosomes (Figure 45) (Pour 
revue - Luzio et al., 2007) : 
- Le modèle de maturation propose la maturation progressive de l’endosome en 
lysosome (Woodman et Futter, 2008).  
- Le modèle de transport vésiculaire propose que des vésicules transportent les 
cargaisons de l'endosome vers le lysosome (Vida et Gerhardt, 1999).  
- Le modèle « kiss and run » propose que les endosomes et les lysosomes s'engagent 
dans des fusions transitoires et répétées (Storrie et Desjardins, 1996).  
- Le modèle du compartiment hybride propose une fusion complète de l'endosome et 
du lysosome donnant naissance à un compartiment hybride à partir duquel le 
lysosome se reformerait (Bright et al., 1997; Mullock et al., 1998).  
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Figure 45 : Modèles de trafic depuis les endosomes tardifs vers les lysosomes 
Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer le trafic des éléments endocytés des endosomes 
vers les lysosomes. Dans le modèle de maturation, les endosomes sont transformés en lysosome 
par l’incorporation progressive de composants des lysosomes. Dans le modèle de transport 
vésiculaire, des vésicules sont formées à partir des endosomes et délivrent leur contenu dans les 
lysosomes. Dans le modèle de « kiss-and-run », les endosomes et les lysosomes fusionnent 
temporairement et partiellement (kiss), l’échange des cargaisons s’effectuant durant cette phase, 
puis se séparent à nouveau (run). Dans le modèle hybride, les lysosomes et les endosomes 
fusionnent complètement et définitivement et forment un compartiment contenant à la fois les 
composants des endosomes et des lysosomes. Les lysosomes sont alors reformés après 
concentration sélective de leurs composants. 
Pris individuellement, aucun de ces modèles n'est suffisant pour expliquer complètement le 
transfert de cargaison entre les endosomes et les lysosomes. Par contre, il a été montré par 
microscopie confocale en temps réel que les mécanismes de « kiss and run » et d'organite 
hybride contribuent tous deux au transport vers les lysosomes (Bright et al., 2005).  
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I.B.1.c.i. Les  lysosomes 
Ces organites présentent une morphologie hétérogène mais leur identification en 
microscopie électronique est facilitée par la formation de corps denses aux électrons, souvent 
sphériques ou ovoïdes. Sous l'effet d'un pH proche de 5, les hydrolases adopteraient une forme 
agrégée à l'origine de cette matrice dense (Figure 46). Déjà fonctionnelles dans les endosomes 
tardifs, ces enzymes sont fortement concentrées et dégradent le contenu du lysosome avec une 
activité optimale. Lorsque la dégradation est achevée et que toutes les molécules utilisables par 
la cellule ont été transportées dans le cytosol par perméabilité passive, facilitée ou active, les 
corps résiduels sont évacués dans l'espace extracellulaire par exocytose.  
Comme les endosomes tardifs, les lysosomes sont enrichis en glycoprotéines lysosomales 
LAMP et LGP. Puisque les MPR sont présents uniquement dans les endosomes tardifs, les 
lysosomes s’en distinguent par la présence de LAMP ou LGP associée à l'absence de MPR. 
 
 
 
 
Figure 46 : Des lysosomes en 
microscopie électronique à 
transmission 
(http://course1.winona.edu/sberg/I
MAGES/lysosome.jpg) 
 
 
 
 
 
En conclusion, une fois la vésicule d'endocytose formée, elle fusionne avec les structures 
endosomales. Les cargaisons et leurs récepteurs sont transportés au sein de ce système par le 
biais de fissions et de fusions membranaires successives. Une machinerie complexe assure le 
maintien de l'identité moléculaire et fonctionnelle des différents compartiments, ainsi que le 
transport vésiculaire entre compartiments. Parmi les composants de cette machinerie, on 
distingue d'une part les GTPases Rab et « ADP-rybosylation factor » (Arf) et d'autre part les 
lipides spécifiques comme les phosphatidylinositides (PtdIns) (Behnia et Munro, 2005).  
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I.B.2. La famille Rab 
La famille Rab appartient à la superfamille des petites GTPases monomériques Ras. Des 
membres de cette famille ont été retrouvés chez tous les organismes eucaryotes testés, depuis la 
drosophile et la levure jusqu'à l'Homme chez qui on compte plus de 70 protéines Rab et 
apparentées, dont les gènes sont dispersés dans tout le génome. La large distribution associée à 
la complexification de cette famille semble être le reflet d'un besoin important d'organisation du 
trafic intracellulaire chez les organismes multicellulaires (Pereira-Leal et Seabra, 2001). De 
nombreux gènes Rab semblent être le résultat de duplication de gènes puisque on dénombre 
aujourd'hui 14 sous-familles basées sur l'identité de séquence et la redondance de fonction. A 
cette complexité déjà grande vient s'ajouter l'épissage alternatif qui donne naissance à plusieurs 
isoformes à partir d'un même gène. Dans la majorité des cas, la partie la plus variable des 
petites GTPases Rab est leur extrémité C-terminale, impliquée dans la localisation subcellulaire 
de la protéine, alors que les parties les plus conservées sont, elles, impliquées dans la liaison au 
nucléotide. Pour preuve de cette conservation dans tout le règne eucaryote : une protéine de 
mammifère peut remplacer au niveau fonctionnel une protéine de levure déficiente.  
I.B.2.a.  Caractéristiques structurales 
Actuellement, de plus en plus de structures des protéines Rab sont obtenues après 
cristallographie et analyse par diffraction aux rayons X (Pfeffer, 2005c). Leur analyse a montré 
que la structure générale est commune à la très grande majorité des Rabs. Ces dernières 
s'organisent en un feuillet β formé de six brins, dont cinq parallèles et un antiparallèle, 
surmontés de cinq hélices α (Figure 47). Les résidus impliqués dans la liaison du nucléotide 
et du Mg2+, ainsi que ceux impliqués dans l'hydrolyse du GTP, sont localisés sur les cinq boucles 
reliant l'hélice α aux brins β. Ils sont très conservés dans toute la superfamille Ras et peuvent 
être utilisés pour identifier facilement n'importe quelle petite GTPase.  
En outre, les résultats de cristallographie ont également montré que la protéine adopte deux 
conformations très différentes selon l’état de phosphorylation du nucléotide lié (Stroupe et 
Brunger, 2000). Les domaines subissant les plus grandes variations sont deux boucles « switch » 
SWI et SWII situées en surface de la protéine. Plusieurs études par mutagenèse ont montré 
que ces régions boucles étaient importantes pour l'interaction avec des partenaires de régulation 
des protéines Rab mais aussi avec des effecteurs (Pereira-Leal et al., 2003). Les régions RabF1 à 
RabF5 (Rab Family) sont spécifiques de la famille Rab. Elles sont situées essentiellement sur les 
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deux boucles SWI et SWII et elles jouent un rôle uniquement pour discriminer si le nucléotide 
lié est un GTP ou un GDP. Les régions RabSF1 à RabSF4 (Rab SubFamily), elles, sont 
caractéristiques d’une sous-famille de Rab donnée et permettent également de distinguer 
chaque protéine Rab au sein d’une sous-famille (Figure 47). Ainsi, la reconnaissance des 
régions RabF et RabSF simultanément détermine les partenaires d’interaction de chaque Rab, 
et ceci suivant son état activé ou non (Pereira-Leal et Seabra, 2000). 
 
 
Figure 47 : Structure des protéines Rab 
(A) Représentation schématique de la structure des protéines Rab montrant les domaines RabF 
(rouge) et RabSF (jaune). La localisation des régions SW I et SW II et la région hypervariable 
(HVD) sont indiquées par les traits noirs. Le domaine de prénylation (GG) est situé à l’extrémité 
C-terminale de la protéine. (B) Modèle tridimensionnel de Rab5a montrant les domaines RabF et 
RabSF. Seule une portion de la région hypervariable est modélisée (Ali et Seabra, 2005). 
I.B.2.b.  Régulation de la localisation et de l’activité des protéines Rab 
La localisation tissulaire des protéines Rab dépend de l'isoforme considérée puisqu'elles 
peuvent être ubiquistes ou tissu-spécifiques. Protéines strictement intracellulaires, elles sont 
localisées sur la face cytosolique de diverses membranes intracellulaires, ou encore séquestrées 
dans le cytoplasme. Leur localisation membranaire réversible dépend de la modification post-
traductionnelle d'un résidu cystéine situé à l'extrémité C-terminale, auquel est lié de manière 
covalente un ou deux groupements géranylgéranyl (GG). Pour cela, une « Rab escort protein » 
(REP) prend en charge la protéine Rab en cours de synthèse et la présente à une géranylgéranyl 
Résultats expérimentaux – La dermokine δ 
La famille Rab 
118 
transférase II. Après la prénylation, la REP joue le rôle de chaperonne en maintenant la 
protéine Rab modifiée sous forme soluble malgré son groupement GG hautement hydrophobe. 
Elle la délivre également à la membrane cible (Alexandrov et al., 1994). Une fois intégrée dans 
la membrane par son groupement GG, le fonctionnement de la protéine Rab est régulé par 
deux cycles chevauchants (Figure 48).  
 
 
Figure 48 : Régulation de la localisation membranaire de Rab et du cycle nucléotidique 
La protéine nouvellement synthétisée est liée au GDP (1). Elle est prise en charge par une REP qui 
la présente à une Rab géranylgéranyltransférase (2). Après le pontage covalent d’un groupement 
GG à l’extrémité C-terminale de Rab, la REP délivre Rab à la membrane idoine (3), se dissocie et 
prend en charge une nouvelle Rab (4). La Rab libérée s’insère dans la membrane et échange son 
groupement GDP contre un GTP sous l’action d’une GEF (5-7). La protéine Rab pourrait exister in 
vivo dans un état de transition sans nucléotide lié et serait alors stabilisée par une chaperonne 
GNFC. La protéine Rab liée au GTP est alors active et se lie à ses effecteurs à la surface des 
vésicules d’endocytose (ECV : endocytic carrier vesicle) (E), joue l’un des divers rôles qui lui sont 
attribués (8). L’hydrolyse du GTP est stimulée par une GAP (9) et Rab se dissocie de ses effecteurs 
(10). Une GDI se lie à Rab-GDP sur la membrane et la transporte à la membrane initiale (11). GDI 
interagit avec GDF et libère Rab qui se réinsère dans la membrane (12) où elle se liera à nouveau 
avec une GEF et réinitiera un cycle. GDI retourne dans le cytoplasme et réalise un nouveau cycle 
(13-14) (Stein et al., 2003). 
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Le premier cycle, faisant intervenir plusieurs familles de facteurs, contrôle l'état 
nucléotidique de la petite GTPase. La protéine Rab-GDP insérée dans la membrane interagit 
avec une « GDP/GTP Exchange Factor » (GEF) qui catalyse l'échange du GDP par un GTP. 
La protéine Rab liée au GTP est alors sous forme active et peut lier ses effecteurs. Ces derniers, 
dont l'unique point commun est de lier exclusivement la forme active de Rab, interviennent 
dans de nombreux processus en aval tels que le bourgeonnement, la mobilité ou la fusion de 
vésicules. L'activité GTPase intrinsèque de la protéine Rab est stimulée par la liaison d'une 
« GTPase Activating Protein » (GAP) (Pfeffer, 2005a) et suite à la perte d'un groupement 
phosphate, la protéine retourne sous sa forme inactive liée au GDP (Ullrich et al., 1994). 
Le second cycle est régulé par les « GDP Dissociation Factor » (GDI) (Goody et al., 2005), 
des chaperonnes ayant une structure similaire à celle des REP mais incapables d'intervenir lors 
de l'étape initiale de prénylation. La protéine Rab dans son état inactif lié au GDP s’associe à 
une GDI qui la décroche de la membrane et fait la navette via le cytoplasme entre les 
membranes cibles. La réinsertion de Rab-GDP dans la membrane est le résultat de l’interaction 
de GDI avec une « GDI Displacement Factor » (GDF) (Pfeffer et Aivazian, 2004; Pfeffer, 
2005b). Ce cycle effectue donc une régulation spatiale de Rab.  
I.B.2.c.  Fonctions biologiques 
Les protéines Rabs sont impliquées dans la formation et le transport des vésicules, la 
motilité, l'amarrage et la fusion membranaire (Zerial et McBride, 2001; Hammer et Wu, 2002). 
Cette multiplicité de fonctions s'explique par la multiplicité des effecteurs. Par exemple, Rab1 
interagit avec un ensemble d'effecteurs différents sur le réticulum endoplasmique et sur les 
membranes du cis-Golgi (Moyer et al., 2001). 
Les protéines Rab sont particulièrement concentrées au niveau des membranes des 
compartiments à travers toute la cellule. Chaque protéine Rab est caractérisée par une 
distribution intracellulaire restreinte et spécifique (Figure 49) (Chavrier et al., 1990). Elles ne 
servent pas uniquement d'étiquettes ou de marqueurs de ces compartiments mais sont 
directement impliquées dans le maintien de leur identité. En effet, la déficience d'une protéine 
Rab particulière peut entraîner la perte d'une population de compartiment. Par exemple, 
l'extinction de la protéine Rab9 par ARNi dans des cellules de mammifère en culture, non 
seulement diminue la taille des endosomes tardifs mais, en plus, parmi les trois sous-classes 
d’endosomes tardifs (multilamellaire, multivésiculaire et à réseau tubulaire dense), seuls les 
endosomes tardifs multivésiculaires sont maintenus (Ganley et al., 2004). 
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Figure 49 : Localisation et fonction des Rab GTPases 
Représentation schématique d’une cellule épithéliale, de ses voies de transport vésiculaire et de la 
localisation des GTPases Rab. Abréviations utilisées : réticulum endoplasmique : ER ; 
compartiment intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi : IC ; réseau 
trans-Golgi : TGN ; vésicules recouvertes de clathrine : CCV (Stenmark, 2009). 
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En plus de leurs rôles essentiels dans le trafic endomembranaire de l'endocytose et de 
l'exocytose, les protéines Rab contrôlent le trafic antérograde et rétrograde entre les 
compartiments, coordonnant ainsi la délivrance de cargaison et le recyclage des membranes. 
De plus, elles organisent la formation et le maintien de sous-domaines membranaires 
fonctionnels du fait de leur répartition particulière dans les membranes (Sonnichsen et al., 
2000). Enfin, elles contribuent à des fonctions spécifiques de certains types cellulaires comme la 
sécrétion régulée des cellules endocrines et exocrines, la transmission synaptique des neurones, 
la phagocytose des cellules dendritiques et des macrophages ou encore la mélanogenèse dans 
les mélanocytes. Dans les épithéliums, les petites GTPases Rab génèrent et maintiennent la 
polarité des cellules en régulant le trafic des protéines jonctionnelles et des intégrines, mais 
également en définissant les circuits de transport vers les cils, les membranes apicales et 
basolatérales (Schwartz et al., 2007).  
I.B.2.d.  Les domaines Rab 
Chaque membre de la famille Rab a une localisation restreinte à la surface des 
compartiments intracellulaires. Il recrute dans ces zones une multitude d'effecteurs 
cytoplasmiques et les coordonne pour former des microdomaines membranaires. De fait, la 
mosaïque de « domaines Rab », véritables modules de l'identité moléculaire des membranes, 
structure la totalité du système endomembranaire de la cellule (Gruenberg, 2001; Zerial et 
McBride, 2001; Miaczynska et Zerial, 2002). L'analyse de la distribution des protéines Rab dans 
les endosomes précoces et tardifs confirme ce modèle (Sonnichsen et al., 2000). Si plusieurs 
protéines Rab sont détectées à la surface d’un même organite, elles sont ségrégées en sous- 
domaines (Figure 50). Chacune occupe une zone particulière sur la membrane, formant des 
domaines en équilibre dynamique avec les autres. Les endosomes précoces sont 
principalement composés de domaines Rab5 et Rab4, avec une petite proportion de domaines 
Rab11. Les endosomes de recyclage sont quant à eux enrichis en domaines Rab11 et Rab4. La 
membrane des endosomes tardifs présente une sous-compartimentalisation par des domaines 
de Rab7 et Rab9 ; Rab7 régule le transport entre les endosomes précoces et tardifs, alors que 
Rab9 gouverne la formation des vésicules de transport rétrograde destinées au réseau trans-
golgien (Barbero et al., 2002).  
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Figure 50 : La mosaïque de domaines Rab 
(A) Les cellules A431 transfectées exprimant Rab4-GFP dans lesquelles EEA1 est immunodétecté 
montrent une partition de la membrane en plusieurs zones au sein du même endosome (encadré). 
La colocalisation de Rab4 et EEA1 est partielle (têtes de flèche), certaines vésicules contenant 
qu’une seule des deux protéines (flèches) (Sonnichsen et al., 2000). (B) Schéma représentant la 
compartimentalisation des cinq petites GTPases Rab4, Rab5, Rab7, Rab9 et Rab11 au sein de la 
membrane des endosomes. Les éléments transportés transitent séquentiellement par ces domaines, 
comme indiqué par les flèches (Stenmark, 2009). 
La connexion fonctionnelle des domaines Rab, au sein d’un même compartiment, peut être 
expliquée par différents mécanismes.  
La première hypothèse s’appuie sur l'activité d'effecteurs divalents qui se lient à deux 
protéines Rab, par exemple à Rab5 et à Rab4 (Figure 51) (Vitale et al., 1998). Ils 
permettraient ainsi le transfert entre domaines contigus (Figure 52 b). En outre, l’interaction 
de la rabenosyne-5 avec Rab5 et Rab4 permet la coordination de l’entrée dans les endosomes 
précoces avec l’adressage vers la voie de recyclage (de Renzis et al., 2002). 
 
Protéine Fonction Référence 
Rabenosyne-5 Recyclage sur les endosomes précoces (de Renzis et al., 2002) 
Rabaptine-5 
En complexe avec une GEF ; amarrage et fusion 
des endosomes précoces 
(Vitale et al., 1998) 
(Mattera et al., 2003) 
Rabip4' Internalisation et recyclage (Fouraux et al., 2004) 
Figure 51 : Effecteurs divalents liant Rab4 et Rab5 
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La seconde hypothèse propose la conversion de domaines résultant de la nucléation de 
novo d'un domaine Rab sur un autre domaine Rab (Figure 52 d), comme cela a été proposé 
pour Rab5 et Rab 7 (Rink et al., 2005). L'amélioration des techniques d'imagerie de cellules 
vivantes a permis de mettre en évidence que le mouvement vers le centre de la cellule des 
endosomes précoces contenant Rab5 s'accompagne d'un accroissement de la taille de la 
vésicule. A un certain point, la perte « catastrophe » de Rab5 et de son effecteur EEA1 coïncide 
parfaitement avec le recrutement de Rab7 à la surface de ces mêmes endosomes et avec 
l'acquisition des propriétés de dégradation spécifiques des endosomes tardifs. Cette conversion 
pourrait être le résultat d'une cascade de Rabs (Markgraf et al., 2007) : la sous-unité Vps11p du 
complexe « homotypic fusion and vacuole protein sorting » (VPS/HOPS) de classe C est un 
effecteur de Rab5 alors que la sous-unité Vps39p de ce même complexe possède une activité 
GEF pour la protéine Rab7 (Figure 52 c) (Rink et al., 2005).  
 
 
 
Figure 52 : Coordination des fonctions de Rab 
(a) Les boucles de rétrocontrôle positif apparaissent lorsqu’un complexe contient à la fois un 
effecteur et une GEF. (b) Les effecteurs de Rab peuvent contenir des sites de liaison séparés pour 
deux protéines Rab différentes, permettant la communication entre deux microdomaines. (c) Une 
protéine Rab peut recruter un complexe contenant à la fois un effecteur pour elle et une GEF pour 
une autre protéine Rab. (d) Le recrutement d’un complexe effecteur sur la première protéine Rab 
s’accompagne de l’activation d’une seconde Rab par la GEF qu’il contient. Cette seconde Rab 
activée recrute alors un complexe effecteur comprenant une GAP pour la première Rab qu’elle 
inactive (Stenmark, 2009). 
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L'échange local d’une protéine Rab seule est suffisant pour changer le profil moléculaire 
des domaines Rab, notamment la présence de régulateurs et d’effecteurs primaires et 
secondaires. La conversion moléculaire d'un compartiment peut ainsi être très rapide et 
complètement coordonnée. Cette seconde hypothèse et les arguments sur lesquels elle s’appuie 
sont en faveur de la maturation des organites le long de la voie de l'endocytose.  
 
La stimulation de l'hydrolyse du GTP par les GAP semble déstabiliser les domaines alors 
que l'échange de nucléotides catalysé par les GEF semble avoir l'effet opposé. Les domaines 
Rab contiennent ces deux types de protéines et sont capables de maintenir un équilibre 
dynamique entre ces activités amenant à un état d'apparence stable. Au contraire, si une de ces 
deux activités devient prédominante, le résultat est soit l'assemblée de novo, soit la disparition 
complète et très rapide de domaines Rab. Ces deux dynamiques cohabitent in vivo et 
contrôlent la répartition des domaines Rab et leurs activités. 
 
Les microdomaines Rab sont aussi spécialisés par leur composition en effecteurs qui ont 
des localisations encore plus restreintes. Ainsi, l’identité des membranes est déterminée par la 
combinaison des Rab et de leurs effecteurs. De plus, les PtdInsP sont également déterminants 
pour définir l'identité d'un compartiment ou d'un sous-domaine (Figure 53). En effet, les 
PtdInsP sont distribués de manière hétérogène entre les compartiments voire même à la 
surface d'un même compartiment.  
 
 
 
Figure 53 : Identité des domaines membranaires : les protéines Rab et les PtdIns 
Le schéma décrit la distribution de protéines Rab et des phospholipides dans la voie de 
l’endocytose. PtdIns(4,5)P2 est localisé (vert) principalement dans la membrane plasmique et joue 
un rôle dans la formation des CCP et des phagosomes. PtdIns(3)P (rouge), PtdIns(3,5)P2 (bleu 
foncé) et PtdIns(5)P (jaune) sont abondants dans les endosomes. Dans les endosomes précoces, 
plusieurs mécanismes coopèrent à la production de PtdIns(3)P qui s’accumule également dans la 
membrane des vésicules des MVB. Lors de la transition en endosomes tardifs, PtdIns(3)P est soit 
dégradé, soit converti en une autre espèce de PtdIns. Les endosomes tardifs contiennent de grandes 
quantités d’acide lysobisphosphatidique (bleu clair). Les radeaux lipidiques (carré orange et jaune) 
sont composés de cholestérol et de sphingolipides et sont localisés dans la membrane plasmique et 
le long de la voie de recyclage. Les cavéoles sont également associées à une composition lipidique 
particulière. 
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L'action concertée de phosphatidylinositides kinases (PtdInsK) (Fruman et al., 1998) et de 
lipide phosphatases (Wishart et Dixon, 2002) permet l'interconversion très rapide entre les 
diverses espèces de PtdIns (Figure 54). Enfin, les domaines ayant une composition en PtdIns 
particulière recrutent des protéines spécifiques, convertissant ainsi le code lipidique en 
localisation protéique (Lemmon, 2003). Par exemple, les protéines impliquées dans le tri des 
éléments transportés par les endosomes telles que les « hepatocyte growth factor-regulated 
tyrosine kinase substrate » (Hrs) et les nexines de tri (SNX) sont recrutées par PtdIns(3)P 
(Raiborg et al., 2001; Xu et al., 2001; Zhong et al., 2002).  
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Figure 54 : Le métabolisme des PtdIns 
La production réversible de PtdIns est catalysée par l’action combinée de plusieurs PtdInsK et de 
phosphatases. La cellule met à profit ce réseau dans l’organisation des voies d’endocytose via des 
protéines reconnaissant spécifiquement certains PtdIns.  
I.B.2.e.  Pathologies associées 
Les protéines Rab jouent un rôle régulateur crucial grâce à leur capacité à osciller entre un 
état actif et un état inactif, dans des fonctions aussi diverses que le maintien de l'identité des 
compartiments, l'adressage de cargaisons en des sites précis, le contrôle du stockage ou de la 
dégradation de protéines et de lipides. Ceci peut moduler des fonctions particulières dans les 
cellules spécialisées. Un nombre croissant d'études montre des altérations de l'expression ou 
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des mutations des Rabs ainsi que de leurs partenaires en corrélation avec diverses maladies 
humaines dont quelques exemples sont présentés ici.  
Plusieurs études ont montré une augmentation de l'expression de certains messagers de la 
famille Rab dans divers types de cancers (Chia et Tang, 2009). Plus particulièrement, le taux 
d'expression de Rab25 a été corrélé avec l'agressivité et la progression des cancers ovariens et 
mammaires mais non avec des mutations du gène (Cheng et al., 2004). De même, dans les 
adénomes autonomes de la thyroïde, l'expression de Rab5a et Rab7 est fortement augmentée 
(Croizet-Berger et al., 2002). 
Le syndrome de Griscelli (OMIM #214450) de type 2 peut être causé par des mutations 
faux-sens de résidus fortement conservés ou des délétions plus ou moins longues du gène 
Rab27a. C'est une maladie autosomique récessive causant la perte de la pigmentation de la peau 
et des cheveux. Les mutations de Rab27a conduisent à un défaut du transport des 
mélanosomes dans les mélanocytes et par conséquent à une accumulation de ces organites. Ces 
phénotypes pigmentaires sont accompagnés de troubles immunologiques : syndrome 
d'activation des macrophages et des lymphocytes-T, aussi connu sous le nom de syndrome 
hémophagocytique, causant la mort en l'absence de transplantation de moelle osseuse, et dans 
certains cas de troubles neurologiques. La protéine Rab27a est un effecteur clé dans l'exocytose 
des granules cytotoxiques (Menasche et al., 2000). Sa déficience entraîne une baisse de la 
cytotoxicité des cellules T et perturbe l'homéostasie du système immunitaire (Bizario et al., 
2004). 
La neuropathie de Charcot-Marie-Tooth est caractérisée par un dysfonctionnement des 
neurones sensoriels et moteurs, une faiblesse associée à une atrophie des muscles distaux et des 
ulcérations requérant fréquemment des amputations (Verhoeven et al., 2003). Le type B2 
(OMIM #600882), qui se transmet sur le mode autosomique dominant, est associé à deux 
mutations faux-sens du gène Rab7. D'autres types sont associés à des mutations des gènes 
MRP2, codant pour une phosphatase et de KIF1B, codant pour une kinésine. Les signes 
cliniques étant très proches, il est possible que ces protéines interviennent à différents niveaux 
de la même voie : l'endocytose tardive. 
Des anomalies génétiques touchant des gènes qui codent pour des régulateurs des protéines 
Rab sont associées à plusieurs pathologies. C’est le cas du gène REP1 dans la choroïdérémie 
(OMIM #303100) (van den Hurk et al., 1997), du gène RabGDIa dans des retards mentaux liés 
à l'X (D'Adamo et al., 1998) et du gène TSC2, dont le produit présente une activité GAP vis-à-
vis de Rab5, dans la sclérose tubéreuse (OMIM #191100) (Xiao et al., 1997). 
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I.B.3. Rab5 
Parmi les 70 membres de la famille des Rab GTPases, la protéine Rab5 a été 
particulièrement étudiée du fait de son rôle clé dans plusieurs processus. Son étude a permis la 
découverte de nouveaux concepts dans le domaine du trafic vésiculaire amenant à l'élaboration 
de modèles complexes. Les mécanismes mis à jour sont souvent généralisables aux autres 
protéines Rab. L'identification d'une multitude de partenaires de cette petite GTPase, par 
chromatographie d'affinité par exemple (Christoforidis et Zerial, 2000), ou grâce à des études à 
grande échelle couplant de l'immunoprécipitation avec de la spectrométrie de masse (IP-
HTMS) (Ewing et al., 2007), a montré que les machineries régulatrice et effectrice de Rab5 sont 
d'une très grande complexité.  
I.B.3.a.  Mise en place de la plateforme Rab5 
La formation d’un microdomaine Rab5 est la résultante de l’action de régulateurs de cette 
petite GTPase qui sont impliqués à la fois dans la formation de boucles de rétrocontrôle positif 
et dans le recrutement des effecteurs primaires et secondaires (Figure 55). 
I.B.3.a.i. Concentration de Rab5 acti vée 
La concentration de Rab5 activée, première étape de la formation d’un domaine Rab5 est 
réalisée par le complexe Rabaptine-5/Rabex-5, qui met en place une boucle de rétrocontrôle 
positif aboutissant à l’activation de nombreuses protéines Rab5 en une même région 
membranaire (Figure 55 A). L’effecteur Rabaptine-5 interagit avec une molécule de Rab5 
activée et est donc recruté à la membrane. La protéine à activité GEF Rabex-5, avec laquelle 
Rabaptine-5 est déjà associée en complexe, est simultanément recrutée (Horiuchi et al., 1997; 
Lippe et al., 2001a). Rabex-5 active alors de nouvelles molécules Rab5. Le complexe 
Rabaptine-5/Rabex-5/Rab5GTP est ainsi à l’origine d’une boucle de régulation positive (Figure 
52 A). A ce mécanisme vient s’ajouter un effet synergique puisque Rabaptine-5 augmente 
l'activité GEF de Rabex-5 lorsque ces deux protéines sont associées en complexe (Lippe et al., 
2001b). A cet endroit se crée un microenvironnement membranaire enrichi en Rab5 activée sur 
lequel sont recrutés des effecteurs de Rab5. Le tableau se complexifie encore avec la 
découverte récente d'une cascade d'activation en amont de la formation de ce complexe dans 
laquelle Rabex-5 est également un effecteur de Rab22. L’activation de Rab22 entraîne alors le 
recrutement de Rabex-5 à la membrane (Zhu et al., 2009).  
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Figure 55 : La plateforme Rab5 
Organisation des microdomaines de Rab5 sur les endosomes précoces. (A) Le réseau complexe de 
régulateurs et d’effecteurs de Rab5 implique des boucles de rétrocontrôle positif. Sur les endosomes 
précoces, Rab5 est activée par des GEF situées à proximité et recrute le complexe Rabaptine-
5/Rabex-5. Ce complexe amplifie la concentration locale de Rab5-GTP par l’activité de Rabex-5. Le 
recrutement de protéines effectrices détermine les fonctions activées par la suite. (B) Rab5 activée 
interagit avec la PtdIns3-kinase hVps34/p150, couplant ainsi la production PtdIns(3)P à la 
localisation de Rab5. De plus, des phosphatases participent à l’augmentation de la concentration 
locale de PtdIns(3)P en métabolisant les PtdIns(4,5)P2 et PtdIns(3,4,5)P3. La présence simultanée 
de Rab5 activé et de PtdIns(3)P permet le recrutement des protéines contenant les doigts FYVE, 
comme EEA1 et Rabenosyne-5 impliquées dans la fusion membranaire (C), le transport via les 
microtubules (D) et la signalisation (E). L’oligomérisation des effecteurs de Rab5 en 
microdomaines limite l’activation de Rab5 et de ses fonctions biologiques à une petite zone de 
l’endosome précoce. 
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I.B.3.a.ii. Recru tement  d’ef fecteurs primai res e t secondaires 
Un mécanisme de coopération entre effecteurs se met également en place. Les effecteurs 
secondaires sont recrutés dans les microdomaines Rab5 consécutivement à l’activité des 
effecteurs primaires (Figure 55 B). Les effecteurs primaires PtdInsK et PtdInsPase, recrutés 
par Rab5-GTP, catalysent la formation de PtdIns(3)P, phospholipide nécessaire au recrutement 
d’effecteurs secondaires tels que Rabankyrine-5 et EEA1 par exemple (Christoforidis et Zerial, 
2000). 
Des interactions directes ont été mises en évidence, non seulement entre Rab5 et des 
PtdIns3K de type I (p85α/p100β) et III (hVps34/p150), mais également entre Rab5 et des 
PtdIns 4- et 5-Pases (Shin et al., 2005) (Figure 56). L’activité de chacune de ces enzymes et 
leur recrutement modulent la nature des PtdIns présents dans le microdomaine de Rab5. C’est 
ainsi que l’activation de Rab5 entraîne l’enrichissement local de PtdIns(3)P, nécessaire au 
recrutement des protéines qui, comme EEA1, comportent des doigts FYVE (Fab1–YOTB–
Vac1–EEA1) (Hayakawa et al., 2007). L'asymétrie de distribution de hVsp34/p150 entre les 
endosomes et les CCP, corrélée avec l'incapacité des CCP à recruter EEA1 et Rabenosyne-5 
malgré la présence de Rab5 activée, montre l’importance des PtdIns dans le recrutement des 
effecteurs de Rab5-GTP (Rubino et al., 2000). 
 
 
 
 
Figure 56 : Régulation du 
métabolisme des PtdIns par Rab5 
Les quatre enzymes partenaires de Rab5 
activé sont entourées de cartouche à 
fond jaune. Le recrutement spécifique de 
chacune de ces enzymes sur le 
microdomaine Rab5 module l’état de 
phosphorylation des PtdIns présents. La 
phosphorylation conditionne le 
recrutement d’effecteurs secondaires sur 
les microdomaines enrichis en une 
espèce de PtdIns. 
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I.B.3.b.  Rab5 dans le transport vésiculaire  
La protéine Rab5 est un acteur crucial dans l'endocytose, et plus particulièrement dans 
l'endocytose précoce. Elle joue un rôle dans chaque étape de ce mécanisme qui peut être 
décomposé en quatre phases : la formation de vésicules d'endocytose, leur transport, leur 
amarrage à la membrane cible et enfin leur fusion (Figure 57). 
 
 
Figure 57 : Les quatre étapes essentielles du transport vésiculaire 
(a) Bourgeonnement et tri : une Rab active recrute sur la membrane donneuse des adaptateurs de 
tri et les molécules de manteau et induit la formation d’une vésicule. (b) Le recrutement de PtdIns 
kinases ou phosphatases modifie la composition en PtdIns et par conséquent provoque la 
dissociation des protéines de manteau. (c) Mouvement : les petites GTPases Rab sont également 
impliquées dans le transport des vésicules le long des filaments d’actine ou des microtubules par le 
recrutement de protéines motrices ou de leurs adaptateurs. (d) Amarrage : les facteurs d’amarrage 
coopèrent avec les petites GTPases lors de l’amarrage des vésicules à la membrane accepteur. (e)  
Fusion : les protéines d’amarrage situées sur la vésicule et sur la membrane acceptrice s’assemblent 
en un complexe, ce qui conduit à la fusion membranaire et à la libération de la cargaison. La 
protéine Rab est alors inactivée sous l’action de ses régulateurs et recyclée (Stenmark, 2009). 
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I.B.3.b.i. Rab5 dans la  formation des vésicules d’endocy tose 
La protéine Rab5 est impliquée dans les voies d'entrée par son rôle dans la formation des 
vésicules recouvertes par la clathrine et par la cavéoline. In vivo, Rab5 module la demi-vie des 
puits recouverts de clathrine et des expériences in vitro ont montré que la protéine Rab5 et une 
Rab5-GDI sont nécessaires à la séquestration de ligands dans les puits recouverts de clathrine 
(McLauchlan et al., 1998). Elle est également impliquée dans le désassemblage du manteau de 
clathrine, étape préalable à la fusion avec la membrane cible, par régulation de la protéine 
adaptatrice AP-2 via une GEF nommée Gapex-5, et par régulation de la concentration de 
PtdIns(4,5)P2 (Semerdjieva et al., 2008). La surexpression de « Related to the N-terminus of 
Tre » (RN-Tre), une GAP de Rab5, inhibe l'internalisation des récepteurs de l'EGF (Lanzetti et 
al., 2000). L'analyse du rôle de Rab5 dans le trafic des cavéoles suggère que Rab5 régule le trafic 
entre les endosomes précoces et les cavéosomes (Pelkmans et al., 2004). Il a récemment été 
montré que non seulement Rab5 interagit directement avec la cavéoline-1 - un composant du 
manteau des cavéoles - mais aussi que la cavéoline-1 active Rab5 par un mécanisme non encore 
élucidé (Hagiwara et al., 2009). 
I.B.3.b.ii. Rab5 dans le  t ransport des vési cules d’endocy tose 
Les vésicules d’endocytose et les endosomes sont activement transportés à travers le 
cytoplasme par des moteurs dépendants de l'actine (myosine) ou des microtubules (kinésines et 
dynéines) (Mallik et Gross, 2004).  
Les endosomes précoces réalisent des déplacements fréquents mais sur de courtes distances 
le long du cytosquelette d'actine et des déplacements bidirectionnels sur de longues distances le 
long des microtubules (Gasman et al., 2003). D’ailleurs, la dépolymérisation de ces derniers 
provoque la dispersion des endosomes précoces et leur redistribution à la périphérie de la 
cellule (D'Arrigo et al., 1997). En fait, Rab5 régule à la fois l'association stable des endosomes 
avec les microtubules et leur motilité le long de ces structures (Nielsen et al., 1999). La protéine 
motrice « kinesin family member 16B » (KIF16B), interagissant avec les PtdIns(3)P (Cheever et 
al., 2001; Ellson et al., 2001) et impliquée dans le transport des endosomes vers l'extrémité plus 
des microtubules, est un effecteur secondaire de Rab5 (Hoepfner et al., 2005). De plus, 
l'activité de la hVps34, l'une des PtdIns(3)K recrutée par Rab5, est requise pour la motilité des 
endosomes le long des microtubules. Cela renforce le rôle de Rab5 dans ce mécanisme 
(Nielsen et al., 1999).  
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I.B.3.b.iii. Rab5 dans l ’amarrage et  la fusion des vésicules  
Les facteurs d'amarrage, responsables du rapprochement des membranes cibles, peuvent 
être divisés en deux groupes (Sztul et Lupashin, 2006) : les longues protéines en forme de tige 
qui lient les deux membranes, dont fait partie EEA1, un effecteur de Rab5 (Christoforidis et al., 
1999), et les gros complexes multimériques, dont fait partie le complexe HOPS/VPS (Rink et 
al., 2005). De nombreux effecteurs sont impliqués à la fois dans les évènements d'amarrage et 
de fusion, phénomènes difficilement découplés. Les « Soluble N-ethylmaleimide sensitive 
factor Attachement protein Receptors » (SNARE) (Bonifacino et Glick, 2004) sont les seuls 
facteurs à être impliqués uniquement dans la fusion (Geumann et al., 2008).  
L'extrémité C-terminale du facteur d'amarrage EEA1 contient deux domaines essentiels 
pour son adressage à la membrane des endosomes précoces (Stenmark et al., 1996). Le 
premier est le site de liaison à Rab5 et le second est le doigt FYVE (Simonsen et al., 1998). 
Rabankyrine-5 est un effecteur de Rab5 liant PtdIns(3)P qui colocalise avec Rab5 et EEA1 à 
la surface des endosomes précoces. Il est impliqué dans la fusion homotypique de ces 
organites. Son rôle important dans la régulation de la macropinocytose et de la pinocytose 
apicale dans les cellules polarisées suggère que Rabankyrine-5 pourrait spécialiser certains 
domaines Rab5 (Schnatwinkel et al., 2004). Enfin, Rabenosyne-5, dont la structure 
comprend un doigt FYVE, est recrutée à la membrane des endosomes précoces en présence de 
Rab5-GTP et de PtdIns(3)P, où elle est impliquée dans l'amarrage et la fusion (Nielsen et al., 
2000).  
I.B.3.b.iv. Rab5 dans la  fusion des  vési cules  
Rab5 favorise la fusion membranaire (Gorvel et al., 1991) via son interaction et celle de ses 
effecteurs avec les SNARE (Duman et Forte, 2003) (Figure 58). L'association des v-SNARE, 
situées sur les vésicules donneuses, et des t-SNARE, situées sur la membrane acceptrice, 
provoque l'ouverture d'un pore de fusion puis la fusion des membranes des organites 
impliqués. La fusion homotypique des endosomes précoces requiert l'interaction de EEA1 avec 
les t-SNARE comme la syntaxine-13 (McBride et al., 1999), la syntaxine-6 (Simonsen et al., 
1999) et la syntaxine-7 (Morrison et al., 2008).  
L'une des études les plus récemment publiées expose la première reconstitution d'un 
endosome synthétique grâce à la combinaison de vésicules artificielles et de pas moins de 17 
protéines recombinantes. Pour obtenir in vitro un amarrage et une fusion de deux vésicules 
avec une cinétique proche de la cinétique physiologique, il n'est plus nécessaire d'utiliser des 
Résultats expérimentaux – La dermokine δ 
Les protéines Rab5 
134 
concentrations de SNARE supraphysiologiques, il suffit de compléter le modèle par une 
machinerie Rab5 fonctionnelle minimale. De multiples activités et interactions peuvent 
expliquer la coopérativité entre la machinerie de Rab5 et les SNARE lors de la fusion 
membranaire (Ohya et al., 2009). 
 
 
Figure 58 : Coopération de Rab5 et des SNARE lors de la fusion des membranes 
endosomales 
(Collins et Zimmerberg, 2009). 
I.B.3.c.  Rab5 et processus cellulaires 
Rab5 est un régulateur clé de l'endocytose précoce. De cette fonction découle son 
implication dans de nombreux processus cellulaires.  
I.B.3.c.i. La si gnal isa tion vi a les  récepteurs  à ty rosine  kinase 
Plusieurs études rapportent une relation étroite entre l'endocytose, et plus directement 
l'activité de Rab5, et la signalisation (Miaczynska et al., 2004b) via les voies des récepteurs à 
activité tyrosine kinase comme celle de l’EGF (Barbieri et al., 2000) ou de « Hepatocyte growth 
factor » (HGF) (Kimura et al., 2006).  
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L'activation des récepteurs à l'EGF entraîne la prolifération cellulaire. L’EGF fixé par son 
récepteur membranaire est endocyté par la voie de la clathrine. Ces vésicules d’endocytose 
maturent alors en endosomes contenant Rab5 et « Adaptor protein, phosphotyrosine 
interaction, PH domain, and leucine zipper-containing protein » (APPL), qui sont des 
effecteurs de Rab5. Les endosomes APPL fonctionnent comme des plateformes d’assemblage 
des complexes régulant les voies « mitogen activated protein kinase » (MAPK) et Akt (Schenck 
et al., 2008). L’accumulation de PdtIns(3)P induit la dissociation de APPL1 et 2 de la surface 
endosomale (Zoncu et al., 2009) et leur translocation dans le noyau où elles activent une 
réponse mitogène (Miaczynska et al., 2004a). Suite à un traitement à l’EGF, plusieurs 
régulateurs de Rab5 entrent en jeu, dont la GEF « Rab and Ras interactor 1 » (RIN1) (Tall et 
al., 2001) mais également la protéine RN-Tre à activité GAP (Lanzetti et al., 2000). L’activation 
de Rab5 est contrôlée par la balance entre ces mécanismes activateurs et inhibiteurs. 
L'inhibition de l'activité de RIN1, par déplétion de la protéine ou par mutation du domaine 
Vps9 commun aux GEF (Carney et al., 2006), bloque toute fusion des endosomes (Galvis et al., 
2009).  
La stimulation par l'HGF induit l'endocytose de la E-cadhérine - un composant des 
jonctions adhérentes - via RIN2 qui couple l'activation de Ras à celle de Rab5 (Kimura et al., 
2006). Un dysfonctionnement de RIN2 conduit à l'apparition du syndrome MACS : 
Macrocéphalie, Alopécie, Cutix laxa, Scoliose (OMIM #613075) (Basel-Vanagaite et al., 2009). 
De même que RIN1 et RIN2 sont impliqués dans les voies de signalisation des récepteurs à 
activité tyrosine kinase, RIN3 qui colocalise avec Rab5 et l'amphiphysine II mais pas avec 
EEA1 (Kajiho et al., 2003) est un acteur de l'endocytose. RIN3 activé présente une activité GEF 
pour Rab5 (Yoshikawa et al., 2008). 
La transduction du signal, consécutivement à l’induction par le « transforming growth factor 
β » (TGFβ), est opérée via « Small anchor for receptor activation » (SARA), un effecteur de 
Rab5 à doigt FYVE localisé à la surface des endosomes (Figure 55 E) (Itoh et al., 2002). 
I.B.3.c.ii. Modulation du fonctionnement  du sys tème nerveux 
La régulation du trafic endosomal orchestrée par Rab5 est cruciale pour les performances 
synaptiques des neurones (Wucherpfennig et al., 2003) et pour la morphogenèse de 
l'arborescence dendritique (Satoh et al., 2008). L'importance de Rab5 dans le fonctionnement 
du système nerveux est soulignée par son implication dans plusieurs pathologies.  
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La sclérose latérale amyotrophique juvénile (OMIM#205100) et la paralysie spastique 
familiale (OMIM #607225) sont causées par des mutations faux-sens et non-sens sur le gène 
ALS2 codant pour l'alsine, une protéine ayant une activité GEF pour Rab5 (Otomo et al., 2003; 
Hadano et al., 2006). Les souris déficientes pour ce gène présentent un défaut du trafic des 
vésicules Rab5 et une conversion excessive d’endosomes en lysosomes entrainant une 
dégradation accrue des éléments endocytés tels que les récepteurs au glutamate (Lai et al., 
2009). Les souris ALS2 -/- ne présentent pas de phénotype sévère mais leur réponse à l’anxiété 
et leur coordination motrice sont altérées. En outre, leur faisceau cortico-spinal présente une 
dégénérescence modérée (Cai et al., 2008). 
La maladie de Huntington (OMIM#143100) est un désordre neurodégénératif 
autosomique dominant, caractérisé par la perte de neurones suite à l'accumulation de 
Huntingtine (Htt) présentant un domaine glutamine plus long. En condition normale, 
« Huntington adaptor protein 40 » (HAP40) est en concentration limitante et modère la 
quantité de complexe effecteur de Rab5 HAP40/Htt dans la cellule. En condition pathologique, 
HAP40 est surexprimée. L’augmentation du recrutement de HAP40/Htt sur la membrane des 
endosomes enrichis en Rab5 provoque le détachement des endosomes liés aux microtubules, 
qui s'associent alors avec les filaments d'actine. Ceci modifie drastiquement la vitesse et la 
distance de déplacement des endosomes précoces et donc le trafic des facteurs 
neurotrophiques (Pal et al., 2006). 
I.B.3.c.iii. Détournement  de Rab5 et  entrée  des pa thogènes 
Après être entrés par endocytose dans la cellule, les pathogènes intracellulaires sont inclus 
dans un phagosome ou un endosome. Cependant, ces deux organites fusionnent avec les 
lysosomes, ce qui aboutit à la dégradation du contenu du compartiment. Plusieurs stratégies 
sont développées par les pathogènes : prévenir la fusion, détruire le compartiment ou survivre 
aux enzymes de dégradation des lysosomes. La modulation du recrutement des petites 
GTPases Rab est un des mécanismes clé pour détourner la voie de l’endocytose. 
Dans les macrophages infectés par Listeria monocytogenes, l'inactivation de Rab5 
conditionne la survie de la bactérie (Alvarez-Dominguez et Stahl, 1999). En effet, Rab5-GTP 
est non seulement impliqué dans le recrutement de protéines lysosomales dans le phagosome, 
mais également dans la production d’intermédiaires réactifs de l’oxygène et de l’azote. Ainsi, en 
inactivant Rab5, la bactérie abolit plusieurs mécanismes destinés à sa dégradation (Prada-
Delgado et al., 2001). Dans le cas d’une infection par Mycobacterium tuberculosis, aucune 
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altération des fonctions de Rab5 n’a été décrite. En revanche, ce pathogène bloque le 
recrutement de l’effecteur EEA1, ce qui empêche la fusion des phagosomes avec les 
endosomes (Fratti et al., 2001).  
Le mécanisme mis en place par Salmonella est radicalement différent puisque dans le cas 
d’une salmonellose la protéine bactérienne SopE stimule l'activation de Rab5 par une activité 
GEF. L’accumulation de Rab5-GTP empêche la conversion du domaine Rab5 en domaine 
Rab7. Or Rab7-GTP est nécessaire pour la fusion du phagosome avec des endosomes tardifs et 
l’acidification du compartiment. Par conséquent, le recrutement de Rab5 activé bloque la 
transformation du phagosome en phagolysosome (Mukherjee et al., 2001; Madan et al., 2008). 
I.B.3.d.  Les variations protéiques de Rab5 
I.B.3.d.i. Les  isoformes Rab5a , Rab5b e t Rab5c 
La famille Rab5 comprend trois paralogues provenant probablement d'une duplication de 
gène (Colicelli, 2004) : Rab5a (NM_004162) sur le chromosome 3, Rab5b (NM_002868) sur le 
chromosome 12 et Rab5c sur le chromosome 17. La diversité est encore accrue lors de la 
maturation des ARNm par épissage alternatif. En effet, le paralogue Rab5c présente deux 
messagers A (NM_201434) et B (NM-004583) suite à un saut d'exon. La séquence peptidique 
reste identique puisque l'épissage ne modifie que la partie non codante, néanmoins l'expression 
de la protéine peut être modifiée. Au niveau structural, les trois protéines Rab5, bien que 
codées par des gènes différents, sont fortement homologues et présentent une structure très 
conservée (Figure 59). Les subtiles différences pourraient cependant rendre compte de leurs 
implications différentes dans certains processus cellulaires (Pfeffer, 2005c). 
Résultats expérimentaux – La dermokine δ 
Les protéines Rab5 
138 
 
Figure 59 : Représentation en ruban de la structure cristallographique des isoformes Rab5 
Les représentations ont été réalisées par le logiciel UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Les 
feuillets β sont colorés en violet, les hélices α en orange et les boucles en gris. Les ligands sont 
représentés en bâton pour le GDP et en sphère pour le magnésium. Ils sont colorés en fonction des 
atomes : blanc pour les carbones, bleu pour les azotes, rouge pour les oxygènes, orange pour les 
phosphores et vert pour le magnésium. La surface moléculaire du GDP (jaune) a été réalisée en 
utilisant le package MSMS (Sanner et al., 1996) de Chimera. (A) Rab5a/GDP/Mg2+ (1N6I.pdb). 
(B) Rab5b/GDP (2HEI.pdb). (C) Rab5c/GDP/Mg2+ (1Z0D.pdb). 
 
Une étude à grande échelle menée chez l'Homme et la souris a montré que, contrairement 
à ce qui avait été décrit précédemment (Bucci et al., 1995), les messagers des isoformes de 
Rab5 ont un profil d'expression distinct. Ceci suggère que la régulation du trafic des endosomes 
précoces varie d'un tissu à l'autre voire d'un type cellulaire à l'autre, amenant une spécialisation 
même dans les voies communes à toutes les cellules (Figure 60) (Gurkan et al., 2005).  
 
 
Figure 60 : Extrait du Rabome humain 
Etablissement du profil d’expression de Rab5a, Rab5b et Rab5c dans 79 tissus humains (Gurkan et 
al., 2005). Les deux échantillons de peau sont encadrés en bleu. 
 
Dans les macrophages, l'isoforme Rab5A est la seule protéine de la famille des Rab5 dont 
l'expression est augmentée en réponse à un traitement par des cytokines, incluant l'interleukine-
4 et l'interféron-γ (Alvarez-Dominguez et Stahl, 1998; Wainszelbaum et al., 2006).  
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Concernant le trafic de l’EGF, seule la surexpression de GFP-Rab5a induit une 
augmentation de la taille des endosomes précoces dans des fibroblastes murins suite à un 
traitement par l’EGF. Au contraire, la surexpression de GFP-Rab5b n’induit aucune 
modification de la morphologie des endosomes suite à un traitement à l’EGF et la 
surexpression de GFP-Rab5c induit un phénotype intermédiaire (Barbieri et al., 2000). Dans 
les cellules HeLa, quelle que soit l'isoforme de Rab5 éteinte par la technique d'ARNi, 
l'internalisation de l'EGFR ne varie pas. En revanche, la dégradation de ce récepteur est 
fortement perturbée consécutivement à l'extinction de Rab5a mais non de Rab5c. L'extinction 
de Rab5b ne perturbant que faiblement la dégradation de l'EGFR, il est possible que cette 
isoforme ne joue qu’un rôle mineur dans ce processus. Ainsi, l’isoforme prédominante dans 
l’internalisation et la dégradation de l’EGF et de l’EGRF est Rab5a (Chen et al., 2009b).  
Plusieurs études isolées listées ci-après ont montré la prédominance d’une isoforme sur les 
autres dans des espèces, des types cellulaires et des processus variés. Rab5a, contrairement à 
Rab5c, est impliquée dans l'infection par Listeria monocytogenes (Alvarez-Dominguez et Stahl, 
1999). En effet, l’ADP-ribosylation de Rab5a par une protéine bactérienne bloque ses 
interactions avec des GEF et GDI et empêche ainsi la maturation des phagosomes contenant la 
bactérie (Alvarez-Dominguez et al., 2008). Une autre étude montre que dans les cultures 
primaires de cellules neuronales issues d'hippocampe humain, un traitement par un agoniste 
des récepteurs métabotropiques du glutamate induit une activité plus forte de l'isoforme Rab5b, 
mais pas de l'isoforme Rab5a, et cause la mort cellulaire (Blaabjerg et al., 2003; Arnett et al., 
2004). En outre, lors de la gastrulation chez le poisson-zèbre, Rab5c intervient dans les 
phénomènes de cohésion et de migration des cellules de mésoderme induites par « Wingless-
type MMTV integration site family, membre 11 » (Wint-11), notamment en contrôlant 
l'endocytose de la E-cadhérine (Ulrich et al., 2005). Enfin, les trois isoformes peuvent être 
différentiellement phosphorylées sur la sérine en position 123 par diverses kinases et donc 
potentiellement répondre différemment aux stimuli (Chiariello et al., 1999). 
I.B.3.d.ii. Les  mutants de  Rab5 
En s'appuyant sur les mutants de p21-Ras, des mutants de Rab5 dont la liaison avec les 
guanosides a été modifiée ont été réalisés. Le mutant Q79L, équivalent du mutant Q61L de 
p21Ras, a une activité GTPase intrinsèque très fortement réduite ; il est donc majoritairement 
lié au GTP. Au contraire, la mutation S34N de Rab5, située juste à côté du domaine de liaison 
au nucléotide, est équivalente à la mutation S17N de p21Ras, et diminue d'un facteur 4 l'affinité 
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de la petite GTPase pour le GTP. Le mutant S34N est donc majoritairement lié au GDP (Li et 
Stahl, 1993; Li et al., 1994). Si l'expression de Rab5a:Q79L induit la formation de larges 
endosomes, stimule l'endocytose in vivo et la fusion des endosomes in vitro, l'expression de 
Rab5a:S34N a l'effet exactement opposé (Stenmark et al., 1994). Ces deux mutations ont été 
extensivement caractérisées pour les trois isoformes de Rab5 et sont aujourd'hui très 
communément utilisées.  
Le mutant Rab5a:N133I ne fixe aucun nucléotide et seule une faible proportion de la 
protéine synthétisée est isoprénylée et donc adressée à la membrane. Son phénotype est 
dominant négatif et comparable à celui de Rab5a:S34N, c’est-à-dire que Rab5:N133I inhibe la 
fusion des endosomes mais de manière moins efficace que Rab5a:S34N (Li et Stahl, 1993).  
La délétion des quatre acides aminés C-terminaux, entraîne la disparition du motif 
d’isoprénylation, notamment des deux cystéines. Ce mutant Rab5aΔ4 n’est donc pas lié aux 
membranes et n’est pas biologiquement actif (Li et Stahl, 1993). 
Plusieurs autres mutations, moins fréquemment utilisées, ont été réalisées sur Rab5. Une 
étude présente les substitutions de la sérine en position 29 et de l’alanine en position 30, toutes 
deux situées sur la boucle liant le phosphate. Ces résidus correspondent aux glycines en 
position 12 et 13 de p21Ras qui sont impliquées dans la catalyse du GTP (Liang et al., 2000; Li 
et Liang, 2001). En fonction de l’acide aminé substitué, la protéine Rab5 mutante présentera 
une activité accrue ou au contraire diminuée suite à l’altération de l’activité GTPase intrinsèque 
et/ou de la dissociation du GDP. De plus, certains de ces mutants, contrairement aux mutants 
de p21Ras, ne sont plus capables de se lier aux membranes, ce qui suggère que ces deux 
résidus sont cruciaux pour l’interaction de Rab5 avec ses partenaires membranaires tels que les 
GEF.  
 
Les mutants de Rab5 apportent des connaissances non seulement sur la relation 
structure/fonction de ces protéines et la conservation des mécanismes entre petites GTPases, 
mais sont également utiles pour déterminer dans quels processus biologiques Rab5 est 
impliqué. Ils permettent de plus de caractériser les partenaires des protéines Rab sauvages, 
qu’ils soient régulateurs ou effecteurs. 
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II.  INTERACTION DES DMKNβ/γ  AVEC LA GALECTINE-
3 EXTRACELLULAIRE 
II.A. Article n°2 - en cours de rédaction 
Introduction 
Dans le but d’identifier les gènes exprimés tardivement au cours de la différenciation de 
l’épiderme humain, nous avons analysé le transcriptome du kératinocyte granuleux. De 
manière surprenante, un des gènes les plus représentés est le gène dermokine (DMKN) qui 
code pour plusieurs familles de protéines de fonction inconnue. A ce jour, quatre familles de 
transcrits ont été caractérisées. Deux d’entre elles, β et γ, codent pour des isoformes sécrétées 
et dont l’expression est restreinte à la couche granuleuse de l’épiderme. L’objectif de ce travail a 
été de mieux comprendre le rôle de ces isoformes dans la différenciation et l’homéostasie 
épidermique. 
 
Matériel et méthodes 
Nous avons analysé la localisation des DMKNβ/γ par immunofluorescence et par 
immunohistochimie sur coupe de peau humaine ou murine, ainsi que sur des cornéocytes 
humains isolés. La régulation de l’expression des DMKNβ/γ après un stress a été étudiée de 
deux façons : in vivo par analyse en immunohistochimie après blessure cutanée chez la souris et 
in vitro par RT-PCR quantitative après irradiation de cellules HaCaT par rayonnement UVB. 
Enfin, nous avons recherché des partenaires de DMKNβ/γ par double hybride chez la levure. 
L’interaction protéique a été confirmée in vitro par « GST pull-down ». 
 
Résultats 
Les DMKNβ/γ sont liées de manière covalente à la surface des cornéocytes et forment des 
structures ponctiformes distinctes des cornéodesmosomes. Par ailleurs, lors de la cicatrisation 
cutanée chez la souris, l’expression des DMKNβ/γ n’est plus restreinte aux seuls kératinocytes 
granuleux mais s’étend à un nombre accru d’assises suprabasales de l’épiderme 
hyperprolifératif. Ces résultats, associés à l’augmentation du taux des transcrits DMKNβ/γ après 
irradiation de cellules HaCaT par rayonnement UVB, suggèrent un rôle pour ces DMKN dans 
la fonction de barrière de l’épiderme. En outre, nous avons mis en évidence une interaction 
entre le domaine riche en glycine et sérine des DMKNβ/γ et le domaine non-lectine de la 
galectine-3, une lectine animale ubiquiste et pléiotrope. L’analyse immunohistologique de 
coupes de peau humaine montre que la galectine-3 est fortement exprimée dans la couche 
granuleuse, où elle colocalise avec les DMKNβ/γ.  
 
Conclusion 
Les DMKNβ/γ sont exprimées dans la couche granuleuse et sont liées de manière 
covalente à l’enveloppe des cornéocytes, suggérant un rôle de ces protéines dans les étapes 
tardives de la différenciation épidermique. De plus, l’augmentation de leur expression en 
condition de stress montre qu’elles pourraient être impliquées dans le rétablissement ou le 
maintien de la barrière épidermique. Par ailleurs, nos résultats suggèrent que DMKNβ/γ 
interagissent in vivo avec la galectine-3. Cette lectine interagit avec de nombreuses protéines 
matricielles lorsqu’elle est localisée dans l’espace extracellulaire. Cependant, sa fonction dans 
l’épiderme est encore mal connue. L’implication des complexes DMKN/galectine-3 dans les 
étapes tardives de la différenciation kératinocytaire ou la fonction de barrière reste à élucider. 
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To identify the lately expressed genes in human epidermis and understand cornification, we 
analyzed the transcriptome of granular keratinocytes. Surprisingly, one of the most 
represented genes encodes dermokine (DMKN), a gene with unknown function (Toulza et al., 
2007). Complex alternative splicing leads to the production of five kinds of isoforms among 
which β and γ are secreted and highly expressed by granular keratinocytes (Toulza et al., 
2006; Naso et al., 2007). Hence, specific localization and high expression of Dmknβ/γ in 
upper keratinocyte layers suggest that those proteins may have an important function in the 
epidermis.  
In order to uncover their functions, we first analyzed DMKNβ/γ expression in human and 
mouse epidermis by immunofluorescence and immunohistochemistry. Consistent with the 
pattern of expression of DMKNβ/γ in humans, the expression of these DMKN in mouse was 
restricted to the granular layer of epidermis from various anatomical areas as well as to the 
more differentiated layers of two other stratified epithelia, the tongue and the esophagus 
(Figure S1). As DMKNβ/γ are secreted, we investigated their colocalization with another 
secreted late differentiation protein specific to corneodesmosomes, corneodesmosin (CDSN) 
(Serre et al., 1991), and found only a partial colocalization in the granular layer (Figure 1a-c). 
To further analyze the localization of DMKNβ/γ in the cornified layer, we performed 
immunofluorescence experiments on individual corneocytes retrieved from human forearm. 
DMKNβ/γ showed dotted labeling at the surface of corneocytes that never colocalized with 
Cdsn, strongly suggesting that those Dmkn were not localized to corneodesmosomes (Figure 
1d-f). Besides, DMKNβ/γ positive structures were not impaired when the corneocytes were 
treated under reducing conditions before performing immunofluorescence. This suggested 
that those proteins were covalently linked to the corneocyte surface (Figure 1g). As no 
transglutaminase, which are the only enzymes so far involved in crosslinking reactions during 
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cornification, has been detected in the epidermis extracellular space, the enzyme responsible 
for this crosslink is still to uncover. 
To further investigate DMKNβ/γ function, we analyzed their regulation consecutively to 
different kind of stresses. First, we created acute wounds on adult mouse dorsal skin by 4 mm 
punch biopsy and assessed subsequent healing at day 1, 2 or 3 post wounding. The 
hyperproliferative state of epidermis at the edge of the wound was evidenced by the keratin 6 
labeling (Figure 1h-i and data not shown). In that area, DMKNβ/γ expression pattern was 
modified at day 2 (data not shown) and day 3 post wounding (Figure 1j-k): they were strongly 
expressed by an increased number of cell layers, and were concentrated at the apical poles of 
the cells. The same wave-like pattern, probably corresponding to keratinosomes, was 
described in lesional skin of psoriatic patients (Toulza et al., 2006). CDSN also was strongly 
expressed in the hyperproliferative epidermis, but it showed a more restricted staining than 
DMKNβ/γ during re-epithelialization (Figure 1l-m and data not shown). Hence DMKN over-
expression seemed to happen simultaneously to hyperproliferation, a common feature to 
wound healing and inflammatory skin diseases like psoriasis. Second, we UVB-irradiated 
confluent and post-confluent HaCaT cells and followed DMKNβ/γ expression by qRT-PCR. 
DMKNβ/γ messengers were up-regulated by 5 fold in post-confluent compared to confluent 
HaCaT cells, which was consistent with their late expression in epidermis differentiation. In 
both confluent and post-confluent cells, DMKNβ/γ expression kinetics were similar, showing 
a strong up-regulation as early as 4 hours after irradiation and a return to basal level 48 hours 
later (Figure 1n). In conclusion, DMKN up-regulation occurring after two stressful conditions 
suggested a role for the β and γ secreted isoforms in barrier restoration.  
Because DMKNβ and γ do not contain any consensus domain that could give hints about their 
function, we looked for interacting partners by yeast two-hybrid. We checked as putative 
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partners the two other proteins belonging to the stratified epithelium secreted peptide complex 
(SSC) locus (Matsui et al., 2004; Moffatt et al., 2004): Keratinocyte Differentiation 
Associated Protein (Tsuchida et al., 2004) and suprabasin (Park et al., 2002). As Dmkn, they 
are secreted and expressed in the suprabasal layers of the epidermis. We found no interaction 
(data not shown). After keratinocyte cDNA library screening by yeast two-hybrid, we 
sequenced Galectin-3 (Gal-3) in three independent positives clones. Gal-3 is an animal lectin 
binding carbohydrate and belonging to the chimeric subtype, which is widely distributed in 
tissues. Mainly cytosolic, this protein may also be located in the nucleus or secreted. It is 
involved in numerous cellular functions (Dumic et al., 2006). Immunofluorescence analysis 
showed a pericellular localization of Gal-3 in the suprabasal layers of human epidermis, and a 
colocalization with Dmknβ/γ in the granular layer (Figure 2a), which is consistent with an 
interaction in vivo. We confirmed this interaction by GST pull-down assay, where beads 
coated with GST-Dmknβ or GST-Dmknγ retained Gal-3 either recombinant (data not shown) 
or present in a human epidermis protein extract. Moreover, this interaction seemed specific as 
among the three proteins present in the extracellular space of the epidermis we tested -Cdsn, 
E-cadherin and DSC1- none interacted with either Dmknβ or Dmknγ (Figure 2b). The 
domains of Dmkn and Gal-3 involved in the interaction were then investigated using the yeast 
two-hybrid system and GST pull-down assays. Gal-3 was split in two, separating the 
carbohydrate recognition domain (CRD) from the non-lectin N-terminal domain (NLD) 
involved in regulation of its activity. We arbitrarily splited Dmknβ/γ in three, separating the 
central domain enriched in glycine and serine (GSr), from the N- and the C-terminal domains. 
We showed that the GSr domain, common to both Dmkn isoforms, interacted with the NLD 
of Gal-3 (Figure 2c-d). As Gal-3 is a lectin and that both Dmkn are glycosylated (Naso et al., 
2007), it is not excluded that the two proteins also interact via the sugar unit of Dmknβ/γ in 
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addition to protein-protein interactions. Finally, although both partners colocalized in the 
extracellular space of the differentiated layers of epidermis, Gal-3 was not overexpressed in 
psoriatic lesions (Lacina et al., 2006) and we did not detected any modification of the Gal-3 
expression during mouse wound healing (data not shown). 
Gal-3 being pleiotropic, we were not able to point a possible function for Dmknβ/γ mediated 
by this interaction. Gal-3 is suited for mediating cell-cell and cell-extracellular matrix 
adhesion when secreted (Ochieng et al., 2004). More particularly, it was demonstrated to be 
involved in the terminal differentiation of epithelial cells via its interactions with hensin, a 
protein of the extracellular matrix (Hikita et al., 2000). It is possible that Dmknβ/γ, altogether 
with Gal-3 and perhaps other yet unidentified extracellular matrix proteins, form a protein 
scaffold in the granular layer and in the deepest cornified layers, thus achieving a yet 
unexplored function. 
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Figure legends 
Figure 1. Dmkn localization in physiological and stressing conditions. (a-c) Human skin 
sections immunostained with the ZD-AB rabbit antiserum directed against Dmknβ/γ (green) 
and the F28-27 mAb directed against corneodesmosin (red). The dermo-epidermis junction is 
indicated by white dotted lines. (d-g) Human forearm corneocytes were retrieved from 
Dsquam in 2% SDS in the absence (d-f) or in the presence (g) of  20mM DTT. Corneocyte 
smears were air-dried on microscope slides and immunostained as in (a-c). (h-m) Sections of 
a 3-day post-wounding mouse back skin were treated with primary antibodies specific to (h, i) 
keratin 6 (K6), (j, k) Dmknβ/γ, or (l, m) Cdsn. Each panel is a composite of images taken 
with a x4 objective to provide high resolution over a large area (h, j, l), while the insets are 
high-power images (original magnification x40) of key areas (j, k, m). (n) Confluent and post 
confluent HaCaT cells were UVB-irradiated with 30 mJ/cm2 and then harvested at the 
indicated times. Dmknβ/γ mRNA amount was quantified by real-time PCR. Data are the 
average of two independent experiments and bars show the S.D. values. Bars = 20µm. 
Figure 2. Specific interaction between Dmkn Glycine/Serine rich region and Gal3 non-
lectin domain. (a) Human skin section immunostained with the ZD-AB rabbit antibody 
directed against Dmknβ/γ and the M3/38 rat mAb directed against Gal3 was analyzed by 
confocal fluorescence microscopy. Bar = 20µm. (b) GST pull-down assay of immobilized 
GST-Dmknβ, GST-Dmknγ or GST alone with proteins extracted from human epidermis. 
Immunoblot assays were performed on proteins loaded onto the column (lane input) or eluted 
from the column (lanes GST, GST-Dmknβ and GST-Dmknγ) with the indicated antibodies 
directed against Gal3, corneodesmosin (Cdsn), E-Cadherin (E-Cad) or Desmocollin 1 (Dsc1). 
(c) The pGBKT7-Gal3 plasmid was co-transformed with pGADT7-DmknGSr, pGADT7-
Dmknβ-Ct or pGADT7-Dmknγ-Ct vectors to perform a yeast-2-hybrid assay as described in 
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supplementary data. Three independent clones of each yeast double transformant were plated 
on selective medium containing X-α-Gal to check for interactions. (d) GST pull-down assay 
of immobilized GST, GST-Dmknβ or GST-Dmknγ with recombinant His-tagged full-length 
Gal-3 (Gal-3 FL), Gal-3 non-lectin domain (Gal-3 NLD) and Gal-3 Carbohydrate Recognition 
Domain (Gal-3 CRD). Immunoblot assays were performed on proteins loaded on beads (lane 
input) or eluted from the beads (lanes GST, GST-Dmknβ and GST-Dmknγ) with anti-His 
antibody. 
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Figure 1 
 
Résultats expérimentaux – Les dermokines β et γ 
Article n°2 – en cours de rédaction 
152 
Figure 2 
 
Résultats expérimentaux – Les dermokines β et γ 
Article n°2 – en cours de rédaction 
153 
Supplementary data 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Antibodies- The ZD-AB anti-peptide rabbit antiserum directed against Dmknβ and Dmknγ 
recognizes an epitope located on exon 2 common to both isoforms (Toulza et al., 2006). Due 
to high conservation, this antiserum also recognizes mouse Dmknβ/γ. Mouse monoclonal 
anti-GST was purchased from Cell Signaling Technology and mouse monoclonal anti-His 
from Qiagen. Rabbit polyclonal antibody against K6 was from Covance Research Products. 
Rat hybridome supernatant M3/38 was kindly provided by Marc Benhamou. Mouse mAb 
F28-27, raised against human Cdsn, crossreacting with mouse Cdsn, was used as previously 
described (Serre et al., 1991). AlexaFluor-488 and -555 secondary antibodies were obtained 
from Invitrogen.  
Ethics statement- Human skin samples were obtained from healthy donors undergoing 
previously scheduled abdominal plastic surgery (Professor J.P. Chavoin, “Service de 
Chirurgie Plastique, Reconstructrice et Esthétique”, CHU Rangueil, Toulouse). Before 
anonymous skin samples were provided to our laboratory, informed written consent was 
obtained from donors, as recommended by local ethics committee (CHU Toulouse, France) 
and in accordance with Helsinki principles. 
Immunofluorescence- Bouin-fixed paraffin-embeded abdominal skin sections (4 µm) were 
incubated for 1 hour in 50 mM Glycine pH=3 for epitope regeneration. Corneocytes were 
retrieved from tape stripping on forearm by boiling the Dsquam (Cuderm), for 1 hour in 10 
mM Tris-HCl buffer, pH7.5 containing 2% SDS, with or without 20mM DTT followed by 
15,000 g centrifugation for 15 minutes. Sections and corneocytes were blocked with 2% BSA 
in PBS-0.05% Tween 20 for 10 minutes at room temperature and immunostained with 
primary antibodies diluted as indicated in PBS-0.05% Tween20-2% BSA 1 hour at 37°C. The 
respective AlexaFluor conjugated secondary antibodies (1:2000) were then incubated 1 hour 
at room temperature. After extensive washings with PBS, coverslips were mounted in Mowiol 
(Sigma-Aldrich) on glass slides and imaged on a Carl Zeiss confocal microscope LSM510. 
Final images were analysed using the LSM Image Browser software (Carl Zeiss). 
Mouse wound healing- C57BL/6 mice (8 week-old, female) were handled according to the 
institutional guidelines and policies. After anesthesia and hair shaving from the dorsal surface, 
one 4-mm full-thickness excisional skin wound was created. After 24, 48 and 72 hours, mice 
were sacrificed and skin samples including the wound and the surrounding skin were 
harvested. Mouse skin samples were fixed for 24 hours in Bouin's fixative, dehydrated for 24 
hours in 70% ethanol and embedded in paraffin. 
Immunohistochemistry- Paraffin-embedded sections (4 µm) were subjected to epitope 
regeneration before immunostaining. The Vector MOM peroxidase kit was used to detect 
Cdsn (Vector Laboratories), whereas K6 and Dmkn were visualized with biotinylated IgG-
conjugated streptavidin horseradish peroxidase complex and diaminobenzidine. Images were 
taken using a Nikon eclipse 80i microscope equipped with a Nikon DXM 1200C digital 
camera and NIS image analysis software. 
Cell culture and UVB treatment- HaCaT spontaneously immortalized keratinocytes were 
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) plus GlutaMAXTM supplemented 
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 50U/ml penicillin and 50µg/ml streptomycin 
(Invitrogen) at 37°C in 5% CO2. Cells were irradiated the day they reach confluence 
(confluent cells) or 8 days after confluence (post-confluence). After media removal and PBS 
wash, cells were exposed to 30 mJ/cm2 broadband UVB irradiation (280-330 nm with an 
emission peak at 312 nm) (UVIlink crosslinker CL-E508). After irradiation or sham 
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irradiation, cells were supplied with 37°C culture media and harvested for experiments at 0, 4, 
8, 24 and 48 hours. UVB irradiation experiments were performed in duplicates.  
RT-PCR and real-time PCR- Total RNA extraction, subsequent reverse transcription and real 
time PCR were performed as previously described (Leclerc et al., 2009). Briefly, one set of 
primers was designed with Primer3 software to generate an amplicon encompassing exons 1 
and 2 of Dmknβ/γ: 5’-GACACGGAGCAGATGCTGT-3’ and 5’-
ACGGAGTCCCCAGACCTC-3’. Amplification assays were performed with the 7300 Real 
Time PCR System (Applied Biosystems) using the Sybr qPCR SuperMix with ROX 
(Invitrogen). Relative levels of gene expression between samples were determined using 
succinate dehydrogenase complex subunit A gene (SDHA) expression for normalization 
(Balogh et al., 2008). Control wells (without template cDNA) emitted no significant 
fluorescence. Specificity was assessed by sequencing the qRT-PCR amplicons.  
Yeast two-hybrid assays- Dmknβ (NM_033317.3) and Dmknγ (NM_001126057.1) cDNA 
were generated by PCR with the previously made pCEP4 construct as template (Toulza et al., 
2006), and cloned into the pCR2.1TOPO vector (Invitrogen). cDNAs of Dmknβ, Dmknγ, 
Dmkn-Nt (corresponding to exons 1 to 3 of both Dmkn), Dmkn-GSr (corresponding to exons 
4, 5 and 8 of both Dmkn), Dmknγ-Ct (corresponding to exons 9, 14, 15 and 16 of Dmknγ) and 
Dmknβ-Ct (corresponding to exons 9, 14, 15, 17, 18, 20, 22, 23, 24 and 24 of Dmknβ), were 
subcloned into EcoRI and XhoI sites of pGBKT7 (Clontech). Full-length Galectin-3 cDNA 
(BC053667) was PCR amplified using the pCMV-SPORT6-Gal3 (imaGenes) as template and 
cloned into the EcoRI and XhoI sites of the pGADT7 plasmid (Clontech). The yeast reporter 
strain AH109 was sequentially transformed with pGBKT7-Dmknβ or pGBKT7-Dmknγ and 
library cDNA (MATCHMAKER human keratinocyte library in pGAD10, Clontech) using a 
lithium-acetate-based method following the instructions of the Matchmaker Gal4 two-hybrid 
system (Clontech). The double transformants were plated on selective medium lacking 
tryptophan, leucine and histidine and grown at 30°C for 5 days. Growing colonies were then 
picked, plated on selective medium lacking tryptophan, leucine, histidine and adenine, and 
containing X-α-Gal (40 µg/ml). The negative control (-) used was pGBKT7-Lam/pGADT7-T 
and the positive control (+) pGBKT7-53/pGADT7-T. About 5 million library clones were 
screened. Library plasmids from blue colonies were isolated using Fast Prep (Thermo 
Scientific) with lysing matrix C (MP Biomedicals), rescued into E. coli DH5α and sequenced. 
Controls were performed by double transforming AH109 with pGADT7-Gal-3 and pGBKT7-
Dmkns. 
Recombinant proteins- The pET41-b vectors containing Gal-3 and its fragments were 
transformed into E. coli BL21 competent cells (Stratagene), while pGEX-6P-1 vectors coding 
for the full-length Dmknβ, Dmknγ, or their fragments were transformed in Origami B (DE3) 
competent cells (Merk Chemicals). Protein expression was induced with 1 mM isopropyl 
thio-β-D-galactoside (IPTG) for 2 hours at 37°C for Gal-3 and for 24 hours at 20°C for Dmkn 
production. Recombinant GST-tagged proteins were then extracted from bacteria cells and 
purified on Glutathione Sepharose 4 Fast Flow column (Amersham Biosciences) according to 
the manufacturer’s instructions. Recombinant HIS-tagged proteins were extracted from 
bacteriae and purified with Ni-NTA spin kit (Qiagen). 
Human epidermis protein extract- 10 cm2 of abdominal human skin were subjected to 
dermo-epidermal cleavage by heat treaatment as described previously (Simon et al., 1997). 
Epidermis proteins were extracted using Fast prep (Thermo Scientific) with lysing matrix C 
(MP Biomedicals) in TE-NP40 buffer (25 mM Tris-HCl pH7.4, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 
1% NP40, 10% glycerol, 1 mM DTT, protease inhibitors). Extracts were clarified by 
centrifugation (10,000 x g, 1 minute, 4°C) and store frozen at -80°C. 
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GST pulldown assays- Dmknβ and Dmknγ cDNAs were cloned into the EcoRI and XhoI sites 
of pGEX-6P-1 expression vector (Amersham Biosciences). Gal-3, Gal-3-CRD (corresponding 
to exons 2 to 3) and Gal-3-NLD (corresponding to exons 3 to 6) cDNAs were cloned into the 
sites NdeI and XhoI of pET41-b expression vector (Novagen). 20 µl of glutathione sepharose 
(GS) beads were coated with 30 µg of GST-Dmknβ, GST-Dmknγ or GST alone for 1 hour at 
4°C. After washing and equilibration, 500µg of human epidermis protein extract or 10 µg of 
Gal3 recombinant proteins were incubated for 2 hours 30 minutes at 4°C with coated beads. 
Interacting complexes were eluted with 10 mM Gluthation pH8 and subjected to 
immunoblotting. 
Immunoblotting- Proteins separated by SDS-PAGE on 12.5% acrylamide minigels were 
transferred to a Hybond-C extra membrane (GE Healthcare), blocked in 2.5% milk in TBS-
0.5% Tween, and probed overnight at 4°C with primary antibodies. For the anti-His primary 
antibody, casein was used instead of milk. Bound antibodies were detected with horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibodies and developed using the Lumi-Light kit (Roche 
Applied Science).  
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FIGURE S1. Immunohistochemical analysis of dermokineβ/γ expression in normal 
mouse stratified epithelia. ZD-AB rabbit polyclonal antibody raised against a human epitope 
highly conserved in mouse and specific to the DMKNβ/γ has been used to detect dermokine 
expression in mouse epithelial tissues. (a) Ventral skin. (b) Dorsal skin. (c) Muzzle skin. (d) 
Oesophagus. (e) Tongue. (f) Tail skin. Bar = 20µm. 
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II.B. Compléments  d’ informations 
II.B.1. Les galectines 
Connues depuis plusieurs décennies, les galectines furent d'abord nommées suivant la 
manière dont elles furent découvertes, ce qui valut une kyrielle de noms différents pour une 
même protéine. Elles furent également appelées lectines de type S, C, I... En 1994, le terme de 
galectine fut introduit pour unifier sous une même nomenclature les protéines répondant à 
deux critères : une capacité à lier les β-galactosides, et une homologie de séquence des sites de 
liaison aux sucres (Barondes et al., 1994). 
Le site appelé « Carbohydrate Recognition Domain » (CRD) est responsable de la 
spécificité de reconnaissance et de liaison aux différents ligands. Il est constitué de 135 acides 
aminés environ, et sa conformation spatiale conduit à la formation de plusieurs surfaces 
d'interaction avec les sucres. Il peut reconnaître des glycoprotéines mais aussi des glycolipides. 
La spécificité de chaque CRD quant à ses ligands n'est pas liée aux activités biologiques des 
galectines, néanmoins, les galectines serviraient d'interprètes pour déchiffrer les informations 
codées par les structures spécifiques d'oligosaccharides présentes dans les glycoconjugués. 
Apparues très tôt chez les êtres vivants, les galectines sont présentes dans de très 
nombreuses espèces, depuis les champignons, les plantes et les virus jusqu'au règne animal dans 
son ensemble. Curieusement, les seules espèces dépourvues de galectines sont les levures. 
Lorsque les galectines humaines sont comparées à celles d'autres espèces, le taux de 
conservation moyen des CRD est comparable à celui de protéines fonctionnelles telles que 
l'hémoglobine : 80% d'identité entre l'Homme et la souris. Si les galectines 2 et 9 sont un peu 
moins conservées (70% d’identité), les galectines 1 et 3 sont au contraire plus conservées (87% 
d’identité). Quant à la galectine nommée HSPC159, elle présente un taux d'identité 
Homme/souris de 99%, soit aussi fort que celui de la tubuline (Houzelstein et al., 2004).  
Les galectines sont des protéines typiquement cytosoliques et en présentent les 
caractéristiques : elles sont synthétisées par les ribosomes libres, n'ont pas de peptide signal et 
sont acétylées à leur extrémité N-terminale (Leffler et al., 2004). Cependant, certaines peuvent 
être présentes dans des sites subcellulaires aussi variés que l’intérieur du noyau, la membrane 
externe des mitochondries ou l'espace extracellulaire. Dans ce dernier cas, elles suivent une 
voie de sécrétion non-classique (Hughes, 1999), c'est-à-dire ne transitant ni par le réticulum 
endoplasmique ni par l'appareil de Golgi. Suivant sa localisation subcellulaire, une galectine 
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exerce des fonctions biologiques différentes (Se référer aux chapitres Résultats expérimentaux 
II.B.5 et II.B.6). 
II.B.2. Les trois  types de galectines chez les vertébrés 
Chez les mammifères, on compte aujourd'hui 15 membres de la famille des galectines, 
répartis en trois types définis en 1993 par Hirabayashi et Kasai selon leur organisation 
protéique : les types proto, chimère et répétition en tandem (Hirabayashi et Kasai, 1993) 
(Figure 61).  
 
 
Figure 61 : Les trois types de galectines humaines 
Les galectines sont classées en trois types selon leur structure : le type proto et le type chimère 
appartiennent au groupe mono-CRD alors que le type répétition en tandem appartient au groupe 
bi-CRD. Les domaines CRD de spécificité différente sont indiqués par des ovales de couleurs 
différentes.  
 
Le type proto est composé de galectines mono-CRD, c’est-à-dire dont le domaine CRD 
n’est associé à aucun autre domaine. Il comprend les galectines 1, 2, 5, 7, 8, 10, 13, 14 et 15. 
C'est un groupe hétérogène quant au mode d’oligomérisation. En effet, les mono-CRD du type 
proto existent sous la forme de monomères et de deux types d'homodimères :  
- antiparallèle à l’instar de la galectine 1 (Figure 62 A) 
- parallèle à l’instar de la galectine 7 (Figure 62 B).  
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Figure 62 : Dimérisation des CRD 
Les dimères de CRD peuvent s’assembler de manière antiparallèle comme la galectine-1 (A) ou 
parallèle comme la galectine-7 (B). 
La galectine 7 est un marqueur des épithéliums stratifiés, qu'ils soient cornifiés ou non 
(Magnaldo et al., 1998). Elle est présente à tous les stades de la différenciation épidermique 
(Timmons et al., 1999). Son expression n’est pas modulée par traitement à l'acide rétinoïque, 
contrairement aux marqueurs des couches basales ou suprabasales dont l'expression est 
respectivement augmentée ou diminuée par ce traitement (Magnaldo et al., 1995).  
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Le type chimère comprend les galectines constituées d’un mono-CRD associé à un 
second domaine non-CRD. Ce domaine non-lectine, riche en proline, tyrosine et glycine, 
comporte un site de clivage par deux protéases de la classe des « matrix metalloproteinase » 
(MMP) : MMP2 et MMP9. Chez les invertébrés, plusieurs galectines font partie de ce groupe 
particulier, alors que chez les vertébrés, ce groupe est constitué uniquement de la galectine-3. 
La galectine-3 peut être sous forme monomérique ou multimérique suivant sa concentration et 
la présence ou non de ligands. 
 
Le type répétit ion en tandem est constitué des galectines dont la même chaîne 
peptidique comporte deux CRD d’affinité et de spécificité différentes, reliés entre eux par une 
boucle de liaison peptidique. Il est également appelé groupe bi-CRD. Il comprend les 
galectines 4, 6, 8, 9 et 12. 
Chez l'Homme, plusieurs galectines sont absentes : les galectine-5 et 6 ont été clonées 
uniquement chez des rongeurs (Barondes et al., 1994), et la galectine-15 anciennement nommé 
OvGal11, uniquement chez des ovidés. La galectine-11 correspondrait au gène GRIFIN 
présent uniquement chez le rat et semble coder, paradoxalement, pour une protéine incapable 
de lier les β-galactosides (Ahmed et Vasta, 2008). Enfin, la galectine-8 présente une singularité : 
selon un épissage alternatif du gène correspondant, la protéine synthétisée peut être classée soit 
dans le type proto, soit dans le type tandem.  
 
Quelles que soit leurs familles d'appartenance, les galectines sont capables de lier à la fois 
plusieurs molécules, grâce à leur structure intrinsèque (bi-CRD) ou à leur capacité à 
multimériser (mono-CRD). Les pontages qu’elles réalisent entre glucides sont cruciaux pour 
certaines de leurs fonctions biologiques. La présence de galactose sur le ligand est essentielle 
pour la liaison de n'importe quelle galectine, bien que l’affinité de ces dernières pour le 
monosaccharide soit faible, avec une constante de dissociation de l'ordre du millimolaire. Cette 
affinité est augmentée si le galactose est lié à d'autres saccharides au sein de glycanes 
(Hirabayashi et al., 2002). 
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II.B.3. La galect ine 3 :  une galectine à part  
A l'origine appelée Mac-2, cette protéine fût décrite pour la première fois comme un 
antigène de surface de macrophage de souris (Ho et Springer, 1982). Elle fut également 
nommée CBP-35, une protéine liant les sucres (Roff et Wang, 1983), ou encore εBP (Liu et al., 
1985), RL-29, HL-29, L-34, LBP, GALBP... L'alignement de la séquence peptidique de toutes 
ces protéines a montré qu'il s'agissait en fait d'une seule et même protéine, renommée galectine-
3. 
II.B.3.a.  Un gène interne : GALIG 
Situé sur le chromosome 14 en position q21-22, le gène humain LGALS3 s'étend sur 16 kb 
et contient 6 exons. Le premier exon, entièrement non codant, débute un messager de 1,1 kb 
dont la traduction amène à la synthèse de la galectine-3 composée de 250 acides aminés et de 
31 kDa. L’étude de l’expression de ce gène a révélé la présence d’une seconde zone 
promotrice régulée située dans le deuxième intron (Raimond et al., 1995). Ce promoteur régulé 
indépendamment de celui de la galectine-3 (Guittaut et al., 2001), contrôle l’expression d’un 
gène interne nommé (« Galectine-3 internal gene » GALIG) entièrement contenu dans 
LGALS3 (Figure 63). En outre, les transcrits issus de l’activité du promoteur interne 
présentent la particularité de posséder deux cadres ouverts de lecture différents, distincts de 
celui de la galectine-3, et chevauchants. La traduction de ces transcrits conduit à la synthèse de 
deux protéines longues d’une centaine d’acides aminés et de séquences entièrement distinctes. 
La cytogaligine est localisée majoritairement dans le cytosol. La mitogaligine induit la mort 
cellulaire par deux voies de signalisation différentes : une interaction directe avec la 
mitochondrie se soldant par la libération de cytochrome c (Duneau et al., 2005), et une activité 
strictement nucléaire encore à définir (Gonzalez et al., 2009). 
 
Figure 63 : Représentation 
schématique du gène LGALS3 
Le gène LGALS3 comprend deux 
promoteurs (ovale) et six exons 
(rectangle jaune). La transcription 
du messager de la galectine-3 
dépend du promoteur p1 et celle 
des messagers de galig du 
promoteur p2. Les flèches 
indiquent les séquences des 
messagers traduites en protéines. 
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II.B.3.b.  Particularités structurales 
Seule galectine de type chimère chez les vertébrés, la galectine-3 possède plusieurs 
caractéristiques uniques pour une lectine animale. Au niveau structural, elle possède un seul 
domaine CRD en C-terminal et appartient donc à la famille mono-CRD. Néanmoins, 
contrairement aux membres du type proto, sa région N-terminale, appelée domaine non-
lectine, est longue et porte des fonctions propres. C'est également la seule galectine animale 
dont une modification post-traductionnelle a été mise en évidence. 
 
Le domaine N-terminal, spécifique de la galectine-3, est presque entièrement codé par 
l'exon III. Ce domaine non-lectine composé de 36 acides aminés conservés, suivis par 8 
répétitions du motif YPGXXXPGA, a une structure flexible. Bien que ne présentant pas 
d'activité de liaison à des groupements glycosylés, il est essentiel à nombreuses de ses fonctions 
biologiques. L'extrémité N-terminale porte deux sites de phosphorylation sur les résidus sérine 
en position 6 et 12 (Figure 64). Dans les cellules épithéliales « Madin-Darby Canine Kidney » 
(MDCK) en culture, la sérine en position 6 est le site majeur de phosphorylation et représente 
90% de la phosphorylation de la galectine-3. Les sérines sont modifiées in vitro par la caséine 
kinase I (Huflejt et al., 1993). Cette modification post-traductionnelle est essentielle pour le rôle 
anti-apoptotique de la galectine-3 (Yoshii et al., 2002), mais aussi dans la localisation 
subcellulaire de la protéine puisque sa délétion entraîne une localisation uniquement 
cytoplasmique (Gong et al., 1999).  
Le domaine non-lectine dans son ensemble est homologue à 25% avec les « Heterogeneous 
nuclear ribonucleoproteins » (hnRNP), taux d'homologie comparable à celui des hnRNP entre 
elles (Wang et al., 1991). Etant également identique à 33% avec la chaîne α1 du collagène 
bovin, il est parfois aussi nommé domaine « collagen-like ». Ce domaine est responsable de la 
multimérisation et coopère positivement à la liaison de la partie lectine à des ligands 
immobilisés (Massa et al., 1993). Il est aussi impliqué dans la sécrétion de la galectine-3 dans 
l'espace extracellulaire (Menon et Hughes, 1999) (Se référer partie II.B.6.a).  
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Figure 64 : Particularités de la séquence protéique de la galectine-3 humaine 
La galectine 3 est composée d’un domaine CRD (italique) et d’un domaine non-lectine. Le domaine 
CRD comprend des acides aminés très conservés entre galectines (résidus polaires surlignés en 
jaune et hydrophobes surlignés en vert) impliqués dans la liaison des sucres. Le motif NWGR 
(bleu) est aussi retrouvé dans le domaine BH1 de Bcl-2. Le domaine non-lectine est composé de 
trente six acides aminés conservés dont une alanine acétylée (cercle vert) et deux sérines 
potentiellement phosphorylées (étoile orange), suivis de huit répétitions du motif YPGXXXPGA 
(l’identité au motif consensus est indiquée en rouge). 
 
La moit ié C-terminale, codée par les exons IV à VI, constitue le domaine CRD. Elle 
porte le site de liaison des groupements sucrés dont 6 résidus polaires (H, N, R, N, E et R) et 2 
résidus hydrophobes (V et W), extrêmement conservés d'une galectine à l'autre et d'une espèce 
à l'autre (Figure 64). Comprenant deux feuillets β antiparallèles formés de 5 et 6 brins β, elle 
forme une structure globulaire, dite en sandwich β, typique des domaines CRD des galectines 
(Seetharaman et al., 1998) (Figure 65). Le domaine CRD de la galectine-3 se distingue des 
autres CRD par sa capacité à lier des saccharides adjacents en plus des galactoses, ce qui lui 
confère une spécificité de reconnaissance (Se référer au chapitre Résultats expérimentaux 
II.B.3.c). Par ailleurs, il comporte un motif particulier supplémentaire : le motif NWGR 
identique à celui du domaine « Bcl-2 homology 1 » (BH1), caractéristique des membres de la 
famille Bcl-2 (Yang et al., 1996). 
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Figure 65 : Représentation en ruban de la structure cristallographique (1KJL.pdb) de la 
galectine-3 humaine liée à LacNAc 
Les représentations ont été réalisées par le logiciel UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Les 
feuillets β sont colorés en violet et les boucles en gris. Le ligand est représentés en bâton et coloré 
en fonction des atomes : blanc pour les carbones, bleu pour les azotes, rouges pour les oxygènes. La 
surface moléculaire de LacNAc (turquoise) a été réalisée en utilisant le package MSMS (Sanner et 
al., 1996) de Chimera.  
Des études par résonnance magnétique nucléaire ont montré que le domaine CRD et le 
domaine non-lectine, bien qu'indépendants, peuvent interagir (Birdsall et al., 2001). Lorsque le 
domaine lectine est clivé et séparé de son domaine non-lectine, son affinité pour les produits de 
glycosylation avancée est fortement augmentée, suggérant que la liaison au domaine CRD est 
gênée par le domaine non-lectine dans la protéine entière (Vlassara, 2001).  
 
Le phénomène de multimérisation touchant la galectine-3 implique les deux domaines 
N- et C-terminaux (Kuklinski et Probstmeier, 1998; Yang et al., 1998). En effet, alors que le 
domaine CRD recombinant seul reste à l'état de monomère (Hsu et al., 1992), le domaine N-
terminal est capable de dimériser (Mehul et al., 1994), à l'instar de la protéine entière en 
l'absence de ligand (Ochieng et al., 1998a; Yang et al., 1998). En outre, une étude de 
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précipitation quantitative montre que les molécules de galectine-3 forment des pentamères en 
présence de ligands multivalents, impliquant le domaine CRD dans la liaison au ligand et le 
domaine non-lectine dans la liaison des galectines entre elles (Ahmad et al., 2004). 
Dernièrement, la multimérisation de la galectine-3 a été confirmée in vivo grâce à la technique 
de transfert d'énergie par résonance de fluorescence (FRET) et a permis de conclure que celle-
ci était robuste et pouvait ainsi générer des treillis moléculaires pouvant séquestrer et/ou agréger 
des récepteurs à la surface de la cellule (Nieminen et al., 2007). L'oligomérisation peut 
également être consolidée par l'action de transglutaminases endogènes qui réalisent des 
pontages covalents entre les extrémités N-terminale de la galectine-3 (Mahoney et al., 2000). La 
phosphorylation de la galectine-3 inhibe de plus de 85% son interaction avec les ligands sucrés. 
Cette modification post-traductionnelle pourrait supprimer la capacité de la galectine-3 à 
participer à des interactions multivalentes nécessaires à ses fonctions biologiques (Figure 66) 
(Mazurek et al., 2000).  
 
 
 
Figure 66 : Oligomérisation de 
la galectine-3 suivant trois 
modes de pontage 
Suite à la liaison des sucres par le 
domaine CRD, les domaines non-
lectine de la galectine-3 
oligomérisent, et par là même 
réalisent des pontages entre 
ligands à la surface de la cellule. 
Cette oligomérisation est 
nécessaire à ses fonctions 
biologiques telles que l’adhérence 
cellulaire (A), la transduction du 
signal suite à l’agrégation de 
récepteurs (B) et la formation 
d’un treillis moléculaire (C). Le 
domaine CRD est représenté par 
une sphère rose, le domaine non-
lectine par une spirale rouge 
(Nieminen et al., 2007). 
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II.B.3.c.  Spécificité de reconnaissance des ligands 
L’affinité de la galectine-3 pour les différents composés sucrés a été décrite en détail dans la 
revue de Hirabayashi et al. (Hirabayashi et al., 2002). Le ligand préférentiel de la galectine-3 est 
le N-acétyl-lactosamine : LacNAc (Galβ1,4(3)GlcNAc). La liaison des ligands sur la galectine-3 
entraîne des changements de conformation, notamment le réarrangement de la chaîne 
principale de la boucle située à proximité du site de liaison (Umemoto et al., 2003). De plus, la 
galectine-3 est capable de lier de longs oligosaccharides tels que les polylactosaminoglycanes 
grâce à un site particulier absent des autres galectines. En effet, le site CRD de la galectine-3 est 
prolongé par une crevasse ouverte aux deux extrémités (Figure 67) (Knibbs et al., 1993; 
Henrick et al., 1998).  
 
 
 
 
 
 
Figure 67 : Particularité du site de liaison 
aux sucres de la galectine-3 
La détermination de la structure cristallisée de 
la galectine-1 bovine liée à LacNAc a permis 
l’identification des résidus impliqués dans 
l’interaction protéine-sucre. Le site de liaison 
de la galectine-3 se distingue par sa surface 
étendue formée par une crevasse ouverte aux 
deux extrémités (Vasta, 2009). 
 
 
 
 
D'une très grande diversité structurale et fonctionnelle, les ligands biologiques de la 
galectine-3 peuvent être non seulement glycosylés et interagir via le domaine CRD, mais aussi 
non glycosylés et interagir via le domaine non-lectine. Ce type d’interaction est mis en jeu dans 
l’épissage des ARNm par exemple et sera décrit ultérieurement (Se référer au chapitre Résultats 
expérimentaux II.B.5.b). 
Résultats expérimentaux – Les dermokines β et γ 
Expression de la galectine-3 
167 
II.B.4. Expression de la  galect ine-3 
II.B.4.a.  Régulation par différents stimuli 
La galectine-3 est considérée comme un marqueur de différenciation pour plusieurs types 
cellulaires. L’induction de la différenciation de kératinocytes humains primaires en culture 
entraîne l’augmentation de la transcription du gène LGALS3 (Sarafian et al., 2006). La lignée 
HL-60, différenciée en macrophages par traitement à l’ester de phorbol, montre une forte 
augmentation de l'expression de la galectine-3 tant au niveau transcriptionnel qu'au niveau 
traductionnel (Nangia-Makker et al., 1993). Le même phénomène est observé lors de la 
différenciation in vitro de monocytes humains en macrophages et de progéniteurs de moelle 
osseuse en cellules dendritiques (Hsu et al., 2009). Le traitement de cellules en culture par de 
l'acide rétinoïque ou l’application d’un choc thermique entraîne la baisse de l'expression de la 
galectine-3. Au contraire, des agents alkylants, des rayonnements UV-C ou l’expression de la 
protéine HIV-Tat, provoquent une augmentation de son expression (Chiariotti et al., 2004).  
Bien que de nombreuses données soient disponibles quant à la modification de l'expression 
de la galectine-3, sa régulation transcriptionnelle reste peu étudiée. La région promotrice de 
LGALS3 possède les sites de liaison de plusieurs facteurs de transcription : CRE, Sp1, SIE, 
AP1, RUNX2... La présence de plusieurs sites de liaison au facteur ubiquiste Sp1 est une 
caractéristique des gènes de ménage. Le promoteur présente également de très nombreux îlots 
CpG qui, après méthylation, pourraient être impliqués dans la modulation de l'expression du 
gène (Kadrofske et al., 1998). Le gène LGALS3 peut être considéré comme un gène immédiat 
précoce puisqu'une stimulation au sérum induit très rapidement sa transcription. Aucune 
séquence consensus de réponse au sérum n'ayant été identifiée, il est possible que d'autres 
facteurs de transcription entrent en jeu. 
II.B.4.b.  Expression physiologique 
Pendant le premier trimestre de l'embryogenèse humaine, la galectine-3 est exprimée dans 
les épithéliums tels que ceux de la peau, du tube digestif, du tractus respiratoire, de l'urothélium 
et des tubes sécrétoires du rein, mais également dans les cellules myocardiques, dans les 
chondrocytes, dans la notochorde et le foie (Van den Brule et al., 1997). De même, dans les 
stades tardifs de l’embryogenèse murine, le transcrit de la galectine-3 est détecté dans de 
nombreux tissus épithéliaux dont l’épiderme (Fowlis et al., 1995). 
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Même si la galectine-3 est retrouvée dans la grande majorité des tissus humains adultes, elle 
est majoritairement liée aux épithéliums, comme ceux de l'intestin, du colon, de la cornée, du 
rein, des poumons, du thymus, du sein, de la prostate et de l’épiderme. Elle est également 
exprimée par certains types cellulaires tels que les fibroblastes, les chondrocytes, les 
ostéoblastes, les ostéoclastes, les cellules de Schwann et certaines cellules endothéliales. Enfin, 
la galectine-3 est retrouvée dans plusieurs cellules du système immunitaire telles que les 
neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles, les mastocytes, les cellules dendritiques dont les 
cellules de Langerhans, et aussi les monocytes et macrophages (Pour revue - Dumic et al., 
2006). L’expression de la galectine-3 dans les tissus de souris est comparable à celle dans les 
tissus humains (Kim et al., 2007). 
II.B.4.c.  Expression pathologique 
Dans les tissus cancéreux bénins ou malins, l'expression de la galectine-3 peut être modifiée 
par rapport au tissu sain. Elle peut servir de marqueur diagnostique et pronostique puisqu'elle 
est souvent associée à la tumorigenèse et au potentiel métastatique (Danguy et al., 2002). Par 
exemple, dans les cancers de la thyroïde, le rôle de la galectine-3 dans le contrôle de la 
transcription a été mis en évidence. Elle interagit avec le facteur de transcription « Thyroid 
specific Transcription Factor 1 » (TTF-1) et augmente son activité, ce qui pourrait être un des 
mécanismes par lesquels la prolifération cancéreuse est stimulée (Paron et al., 2003). De 
nombreux autres mécanismes modulés par la galectine-3 extracellulaire favorisent la 
progression tumorale. L’expression de la galectine-3 est également dérégulée, soit dans le sens 
d’une augmentation de l’expression comme dans les cancers de la thyroïde, du foie, de 
l’estomac et du système nerveux central, soit dans le sens d’une diminution comme dans les 
tumeurs mammaires et ovariennes (Pour revue - van den Brule et al., 2004). 
Le cancer n'est pas la seule pathologie modifiant l'expression de la galectine-3. Dans les 
lésions cutanées de psoriasis, aucune expression de la protéine n'est détectée (Lacina et al., 
2006) alors que dans l'épiderme normal elle est détectée par immunohistochimie 
majoritairement dans les couches suprabasales (Konstantinov et al., 1994). Au contraire, dans 
les cellules endothéliales des capillaires dermiques de patients atteints de psoriasis, la galectine-3 
est très fortement exprimée. Le changement de structure des capillaires caractéristique du 
psoriasis et l'extravasation des leucocytes, importante dans la progression du psoriasis, 
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pourraient être directement modulés par la concentration accrue de galectine-3 (Lacina et al., 
2006). 
II.B.4.d.  Absence d’expression : le modèle des souris galectine-3-/- 
Les souris génétiquement modifiées n'exprimant pas la galectine-3 ne présentent aucun 
phénotype particulier dans les conditions normales d'élevage (Colnot et al., 1998a; Poirier, 
2002). Cette lectine n'est pas indispensable pour la survie de l'animal ni pour sa reproduction. 
Cependant, lorsque ces souris sont étudiées dans le détail, un déficit modéré et précoce de 
développement osseux (Colnot et al., 2001), une modification de la survie des neutrophiles et 
des macrophages sur les sites d'inflammation (Colnot et al., 1998b; Hsu et al., 2000) ainsi 
qu'une phagocytose tardive, sont détectés (Sano et al., 2003). De plus, les entérocytes de ces 
souris sont anormaux du fait d'une perte de polarisation membranaire. Leur membrane 
basolatérale présente certaines caractéristiques de la membrane apicale, tant au niveau 
morphologique qu'au niveau de l'expression des marqueurs protéiques (Delacour et al., 2008). 
En outre, elles sont moins touchées par l'athérosclérose dans un modèle de cette maladie 
(Nachtigal et al., 2008). Enfin au niveau rénal, ces souris souffrent d’une insuffisance légère avec 
perte de chlore (Bichara et al., 2006) et développent plus de kystes en cas de polykystose (Chiu 
et al., 2006). 
 
On pourrait supposer que l'absence de trouble fonctionnel majeur est la conséquence d'un 
phénomène de redondance fonctionnelle avec une autre galectine, malgré la singularité et 
l’unicité de la galectine-3. Cependant, aucune redondance fonctionnelle n'a été mise en 
évidence à ce jour. Une souris doublement déficiente pour les galectine-1 et 3 a été générée et 
survit parfaitement dans les conditions d’élevage classiques, suggérant un rôle de molécule 
optimisatrice pour les galectines, plutôt qu'un rôle à part entière dans les divers processus dans 
lesquels elles sont impliquées. 
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II.B.5.  La galect ine-3 intracel lulaire 
Les fonctions intracellulaires de la galectine-3 sont diverses (Figure 68). Elle est impliquée 
dans la régulation de l'inflammation, la prolifération cellulaire, la protection contre l'apoptose et 
le tri des protéines vers la membrane apicale des cellules polarisées (Pour revue - Liu et al., 
2002; Delacour et al., 2009). Les partenaires intracellulaires de la galectine-3 s’associent 
majoritairement via des interactions de type protéine/protéine, à l’exception des protéines 
transportées au pôle apical des cellules polarisées par un transport indépendant des radeaux 
lipidiques et peut-être des kératines qui présentent un résidu sucré qui pourrait donc s’associer 
via une interaction de type lectine. 
 
 
 
Figure 68 : Les fonctions intracellulaires de la galectine-3 
Les flèches rouges indiquent les effets activateurs alors que les flèches bleues indiquent les effets 
inhibiteurs (Dumic et al., 2006). 
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La distribution de la galectine-3 entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique dépend 
de nombreux facteurs, tels que le type cellulaire, les conditions de culture, le statut prolifératif et 
la transformation néoplasique. Par exemple, après transfection d’un plasmide portant le gène 
de la galectine-3 dans les cellules de la lignée « Baby hamster kidney » (BHK), la protéine 
exogène est localisée uniquement dans le cytoplasme alors que le même plasmide transfecté 
dans la lignée Cos-7 ou Rb-1 entraîne une localisation majoritairement nucléaire (Gaudin et al., 
2000). Par ailleurs, la galectine-3 est localisée dans le noyau des fibroblastes prolifératifs alors 
que dans les mêmes cellules mais à l’état quiescent elle est cytoplasmique (Moutsatsos et al., 
1987). 
II.B.5.a.  Fonctions cytoplasmiques 
De nombreuses protéines cytoplasmiques interagissent avec la galectine-3. La majorité est 
impliquée dans le contrôle de l'apoptose (Figure 69). La protéine Bcl-2, par exemple, se lie in 
vitro au domaine CRD de la galectine-3 (Yang et al., 1996) par une interaction 
protéine/protéine puisque Bcl-2 n’est pas glycosylée. Le motif NGWR, localisé dans le 
domaine lectine, est aussi retrouvé dans le domaine BH1 de Bcl-2. Il est nécessaire à 
l’hétérodimérisation de Bcl-2 avec Bax et à ses propriétés anti-apoptotique. La mutation de ce 
motif en NWAR, dans la séquence de la galectine-3 ou celle de Bcl-2, se traduit dans les deux 
cas par la perte de l’activité anti-apoptotique, ce qui suggère que ce motif est aussi important 
pour l’activité anti-apoptotique de la galectine-3 qu’il l’est pour Bcl-2 (Yin et al., 1994; Akahani 
et al., 1997).  
Par ailleurs, CD95 (aussi appelé APO-1 ou Fas), qui est un membre de la famille des 
récepteurs de mort, ainsi que Nucling et Alix/AIP1 ont été identifiés comme partenaires directs 
de la galectine-3 par double hybride chez la levure ou par co-immunoprécipitation. Il a 
également été montré que lorsque les cellules de carcinome mammaire BT549 sont exposées à 
un panel de stimuli pro-apoptotiques, la galectine-3 se retrouve concentrée au niveau des 
mitochondries via une interaction avec la synexine (Yu et al., 2002). Son action anti-apoptotique 
est ainsi un obstacle aux traitements anticancéreux (Fukumori et al., 2007).  
 
Résultats expérimentaux – Les dermokines β et γ 
La galectine-3 intracellulaire 
172 
 
Figure 69 : Un modèle de régulation de l’apoptose par la galectine-3 
(Nangia-Makker et al., 2007a) 
En plus de permettre aux cellules tumorales de résister à l’apoptose, la galectine-3 module 
la prolifération cellulaire. En effet, l’inhibition de son expression dans les cellules de 
carcinomes mammaires et thyroïdiens induit un ralentissement de la croissance tumorale in 
vivo (Honjo et al., 2001; Yoshii et al., 2001). Les cellules MDA-MB-435 génétiquement 
modifiées exprimant une galectine-3 non fonctionnelle ont un temps de doublement supérieur 
à celui des cellules contrôles. L’action positive de la galectine-3 sur la prolifération est 
également la résultante de son interaction dans le noyau avec des facteurs de transcription tels 
que TTF-1 et des régulateurs du cycle cellulaire tels que les cyclines A et E, p21WAF1 et p27KIP1 
(Kim et al., 1999). La galectine-3 agit également sur K-Ras activé et sur Akt, impliquant 
effectivement la galectine-3 cytoplasmique dans la régulation de la prolifération, la 
différenciation et la survie cellulaire (Elad-Sfadia et al., 2004).  
Il a récemment été découvert que la galectine-3 est impliquée dans le tri des protéines à la 
membrane apicale des cellules polarisées. La membrane plasmique de ces cellules est séparée 
par des jonctions serrées en deux domaines : la membrane apicale et la membrane basolatérale. 
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Le maintien de la spécificité protéique et lipidique de ces membranes est assuré par les 
machineries de tri qui délivrent les molécules au bon endroit. Les signaux d’adressage à la 
membrane apicale sont variés tant par leur nature que par leur position dans la protéine. Alors 
que la majorité des molécules sont ségrégées dans les radeaux lipidiques du réseau trans-
golgien, certaines protéines sont transportées par un mécanisme indépendant de ces radeaux. 
La galectine-3 est impliquée dans ce dernier. Le transport par ce mécanisme dépend de la 
composition des chaînes glycosylées fixées sur les protéines (Huet et al., 2003). Dans les 
cellules MDCK, la galectine-3 interagit directement avec les protéines apicales telles que la 
lactase phlorizine hydrolase, « nerve growth factor receptor » (NGFR) et GP114. L’extinction 
de l’expression de la galectine-3 dans ces cellules entraîne une localisation anormale de ces 
protéines (Delacour et al., 2006). Les clusters de hauts poids moléculaires de glycoprotéines 
apicales (Figure 70), nécessaires au transport apical, ne sont formés qu’en présence de la 
galectine-3 et dépendent de son activité lectine (Delacour et al., 2007). Le rôle clé de la 
galectine-3 dans ce mécanisme de tri indépendant des radeaux lipidiques a été confirmé in vivo 
chez la souris adulte, dans l’intestin lors de l’adressage apical d’hydrolases intestinales (Delacour 
et al., 2008) et dans le rein (Koch et al., 2010). 
 
 
 
 
Figure 70 : Le transport apical indépendant des 
radeaux lipidiques 
Représentation schématique du rôle de la galectine-3 
dans la formation des clusters de glycoprotéines 
apicales (Delacour et al., 2009). 
 
 
 
 
II.B.5.b.  Fonctions nucléaires 
En plus de ses fonctions cytoplasmiques, la galectine-3 présente également des fonctions 
nucléaires répertoriées notamment dans la revue de Patterson et coll. (Patterson et al., 2004). 
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Sa capacité à faire la navette entre le cytoplasme et le noyau (Davidson et al., 2002), qui est 
dépendante des 115 premiers acides aminés de la protéine, s'effectue via deux voies 
indépendantes : un transport actif et une diffusion passive (Nakahara et al., 2006). Dans certains 
types cellulaires, bien que la protéine soit très concentrée dans le cytoplasme, elle est absente 
du noyau, montrant que l'adressage et/ou le mode de transport dépendent du type cellulaire. 
L'export de la galectine-3 depuis le noyau vers le cytoplasme est un processus rapide et sélectif 
dépendant entre autre du « Chromosome maintenance region 1 » (CRM1), un récepteur 
d'export nucléaire, et du signal d'export nucléaire, située dans le domaine CRD.  
Dans le noyau, la galectine-3 est associée aux complexes ribonucléoprotéiques. Elle est 
impliquée dans l'assemblage du spliceosome et agit comme un facteur d'épissage des ARN pré-
messagers (Dagher et al., 1995). La galectine-3 s’associe à snRNP U1 en l’absence d’ARN 
prémessager substrat, et ce complexe est ensuite incorporé dans le spliceosome (Haudek et al., 
2009). Elle s’associe également avec hnRNP Q et par là même stabilise le complexe (Yoo et al., 
2009). Les domaines de la galectine-3 impliqués dans ces interactions sont le domaine N-
terminal composé de répétitions, présentant 25% d’homologie avec les hnRNP, mais également 
le domaine CRD (Wang et al., 2006a). 
La galectine-3 a aussi été impliquée directement dans le processus de transcription. Sur le 
promoteur de la cycline D1, la fixation des facteurs de transcription Sp1 et CREB est stabilisée 
ou favorisée par la galectine-3, entraînant l'induction de l'activité du promoteur. Ces facteurs de 
transcription pouvant se lier sur de très nombreux promoteurs, la galectine-3 pourrait induire la 
surexpression des gènes correspondant (Lin et al., 2002). Comme décrit plus haut, la galectine-
3 interagit avec TTF-1 et augmente sa capacité à se lier à l'ADN, contribuant à la prolifération 
des cellules cancéreuses de la thyroïde (Paron et al., 2003). La galectine-3 est également 
impliquée dans la régulation de la voie de signalisation Wnt/β-catenine dans les cellules de 
cancer du colon (Song et al., 2009). La glycoprotéine nucléaire « Carbohydrate binding protein 
70 » CBP-70 est le seul partenaire connu qui interagit par sa partie sucrée avec le domaine 
CRD de la galectine-3 dans le noyau de la cellule. 
 
La localisation de la galectine-3 est un processus finement régulé, qui peut être perturbé 
dans plusieurs types de cancers. Dans la majorité des cas, la localisation nucléaire est associée à 
la progression néoplasique alors que la localisation cytoplasmique est associée à un effet 
suppresseur de tumeur (Pour revue - Califice et al., 2004). 
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II.B.6. La galect ine-3 extracel lulaire 
II.B.6.a.  Sécrétion non classique  
La galectine-3, tout comme les autres galectines, est synthétisée par des ribosomes libres 
dans le cytoplasme et ne contient pas de séquence signal de translocation vers le réticulum 
endoplasmique. Bien que ne transitant pas par le circuit de sécrétion classique passant par le 
réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi, la galectine-3, comme d’ailleurs d’autres 
galectines, est retrouvée dans le milieu extracellulaire. L'absence d’inhibition de la sécrétion par 
la monensine et la brefeldine A montre que la galectine-3 est exportée par une voie de sécrétion 
non-classique (Hughes, 1999).  
Il a été démontré que la région N-terminale non-lectine de la galectine-3 pourrait être 
impliquée dans sa sécrétion. D'une part, la délétion de la totalité du domaine non-lectine abolit 
la sécrétion de la galectine-3. D’autre part, le domaine non-lectine seul est capable d'induire la 
sécrétion d’une protéine chimère normalement cytosolique (Mehul et Hughes, 1997). Ce 
domaine est donc nécessaire et suffisant pour la sécrétion de la galectine-3. D’autres études, 
basées sur l’expression de protéines tronquées, sont discordantes quant au domaine impliqué 
dans ce processus. La première étude identifie le motif s’étendant des acides aminés 89 à 96 de 
la séquence de hamster (YPSAPGAY) (Menon et Hughes, 1999) alors que la seconde identifie 
les 11 premiers acides aminés de la séquence humaine (Gong et al., 1999). Des expériences 
complémentaires sont nécessaires pour trancher avec exactitude quant à la région de la 
galectine-3 requise pour son export à l’extérieur de la cellule. 
En outre, le processus de sécrétion en lui-même n'est pas encore complètement élucidé. La 
galectine-3 s'accumule directement sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique, sans 
emballage préalable dans une vésicule. Cette accumulation à la membrane plasmique est une 
étape lente de la sécrétion mais elle peut être accélérée par choc thermique ou par l’utilisation 
d’ionophores calciques (Sato et al., 1993). L'étape vraiment limitante du processus semble être 
la rétention de la galectine-3 au niveau de certains domaines de la membrane plasmique. En 
effet, une protéine chimère de galectine-3 de hamster fusionnée à un domaine d’ancrage à la 
membrane est plus rapidement sécrétée dans le milieu de culture des cellules dans lesquelles 
elle est exprimée (Mehul et Hughes, 1997). Une fois accumulée sous la membrane plasmique, 
des bourgeonnements de la membrane génèrent des vésicules qui sont ensuite relâchées dans le 
milieu extracellulaire. Ces vésicules sont nommées exosomes (Pour revue - Nickel, 2003). In 
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vivo, la galectine-3 est détectée dans les exosomes de cellules dendritiques (Thery et al., 2001). 
La dégradation de l’enveloppe lipidique des exosomes, libérant la galectine-3 dans le milieu 
extracellulaire, résulterait de l'action de la phospholipase A2 (Hughes, 1999). Le phénomène à 
l'origine de l'accumulation de la galectine-3 sur la face cytoplasmique de la membrane 
plasmique ainsi que le mécanisme de formation des vésicules ne sont pas encore élucidés.  
Un autre mode de sécrétion a été suggéré par une étude in vitro qui a montré que la 
galectine-3 est capable de traverser les bicouches lipidiques de liposomes dans les deux sens 
sans modifier leur organisation. Le modèle proposé suggère que la galectine-3 interagirait 
directement avec les phospholipides et le cholestérol (Lukyanov et al., 2005). Ce modèle 
repose sur l’utilisation de bicouches lipidiques très simplifiées et n’est appuyé par aucun 
argument in vivo. Si les deux modes de sécrétion existent, ils ne seraient cependant pas exclusifs 
et pourraient avoir lieu de manière concomitante. 
 
La sécrétion de la galectine-3 depuis le milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire 
peut être modulée par différents facteurs. Elle est inhibée par traitement à la méthylamine ou 
par la privation de sérum, et augmentée par traitement au ionophore calcique A23187 ou par 
un choc thermique (Sato et al., 1993). La fétuine, une glycoprotéine très abondante dans le 
sérum, induit la sécrétion de la galectine-3 indépendamment de la modification de la 
concentration en calcium intracellulaire (Zhu et Ochieng, 2001). Le détachement des cellules 
de leur support, par traitement à la trypsine ou à l'EDTA, induit la sécrétion de la galectine-3 de 
manière très rapide (Baptiste et al., 2007). Les produits de glycosylation avancée augmentent 
l'expression mais aussi la sécrétion de la galectine-3 par les cellules humaines mésangiales de 
rein (Sun et al., 2009).  
 
Une fois libérée dans l'espace extracellulaire, la galectine-3 peut agir à de nombreux niveaux 
selon les partenaires auxquels elle se lie, selon son mode de liaison mono- bi- ou multivalent, et 
selon la nature des agrégations qu'elle entraîne (homo ou hétérotypique). Elle affecte ainsi de 
nombreuses fonctions biologiques (Figure 71). 
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Figure 71 : Les fonctions extracellulaires de la galectine-3 
Les flèches rouges indiquent les effets activateurs de la galectine-3 (Dumic et al., 2006). 
II.B.6.b.  Adhérence cellulaire 
La galectine-3 a un effet direct sur l'adhérence cellulaire : elle est capable de lier de 
nombreux composants glycosylés de la matrice extracellulaire tels que la laminine (van den 
Brule et al., 1995; Kuwabara et Liu, 1996), la fibronectine (Sato et Hughes, 1992), l'hensine 
(Hikita et al., 2000), le collagène IV (Ochieng et al., 1999), le collagène I (Friedrichs et al., 
2007) et les tenascines R et C (Probstmeier et al., 1995). Suivant sa concentration, elle peut 
promouvoir ou au contraire limiter l'adhérence cellulaire (Ochieng et al., 1998b). L'ajout de 
galectine-3 recombinante favorise l'adhérence des neutrophiles polynucléaires sur des boîtes de 
culture recouvertes de laminine. Les deux domaines de la galectine-3 sont impliqués dans ce 
phénomène (Kuwabara et Liu, 1996). De la même manière, la galectine-3 est nécessaire à 
l'adhérence rapide de la lignée BT-549 sur la laminine et le collagène mais pas sur la 
fibronectine (Warfield et al., 1997). Par contre, l'ajout de galectine-3 à diverses lignées 
cancéreuses adhérentes juste avant leur ensemencement réduit leur adhérence à la matrice 
(Figure 72). Une étude menée sur la lignée de carcinome mammaire MDA-MB-435 montre 
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que la galectine-3 est sécrétée rapidement après détachement des cellules de leur support, et 
que cette sécrétion se prolonge tant que la cellule n'a pas adhéré à nouveau. Au contraire, les 
cellules attachées au support et en cours d’étalement internalisent la galectine-3 présente dans le 
milieu. 
 
Figure 72 : Modèle de 
régulation de l'adhérence 
par la galectine-3 
Lorsque des cellules MDA-
MB435 (A) sont incubées avec 
100 µg/ml de galectine-3 avant 
leur ensemencement, les 
cellules n’adhèrent pas au 
support (B). Si à l’inverse, la 
même concentration de 
galectine-3 est ajoutée dans le 
milieu de culture de cellules 
ayant déjà adhéré (C) alors 
les cellules se détachent 
partiellement (D). D’après 
(Ochieng et al., 2004). 
 
La galectine-3 a également un effet sur l'adhérence cellulaire via son action sur les 
intégrines. Elle peut agir sur les intégrines en liant le glycoconjugué CD-98 présent à la surface 
de la cellule qui, à son tour, induira le regroupement des intégrines en microdomaines 
membranaires et donc augmentera leur avidité (Kuwabara et Liu, 1996). En plus de réguler 
l’avidité des intégrines, la galectine-3 module l'expression de certaines d’entre elles, par exemple 
α6β1 (Warfield et al., 1997) et α4β7 (Matarrese et al., 2000). Elle peut aussi réduire la 
concentration de la sous-unité β1 (CD29) à la surface de la cellule en induisant son endocytose 
via la voie des cavéoles (Furtak et al., 2001). La galectine-3 agit aussi directement sur les 
intégrines α1β1 (Ochieng et al., 1999), α7β1 (Gu et al., 1994), αMβ1 (Dong et Hughes, 1997), 
α3β1 (Saravanan et al., 2009), α2β1 (Friedrichs et al., 2008) et la sous-unité β3 (Lei et al., 
2009), qui peuvent alors jouer le rôle de récepteur de la galectine-3.  
 
Même si la galectine-3 ne possède qu'un seul CRD, elle montre des propriétés de liaison 
multivalente. La formation de multimères de galectine-3 est impliquée dans les interactions 
homotypiques, notamment par la liaison de glycoconjugués (Inohara et Raz, 1995). 
Résultats expérimentaux – Les dermokines β et γ 
La galectine-3 extracellulaire 
179 
LGALS3BP, protéine sécrétée de 90 kDa et fortement glycosylée, possède des caractéristiques 
structurales particulières lui permettant d'interagir avec les galectines-1, 3 et 7 présentes à la 
surface des cellules, favorisant ainsi la formation d'agrégats cellulaires homotypiques (Pour 
revue - Grassadonia et al., 2004). La concentration de galectine-3 au niveau des sites de contact 
cellule-cellule (Glinsky et al., 2003) ainsi que l’abolition de l'adhérence après addition 
d’inhibiteurs de la galectine-3 - de type lactulose (Khaldoyanidi et al., 2003) ou dérivé 
d’oligosaccharides (Iurisci et al., 2009) - indiquent que cette protéine est bien impliquée dans 
l'adhérence homotypique. La formation de multimères est aussi impliquée dans les interactions 
hétérotypiques, en particulier entre des cellules cancéreuses et les cellules endothéliales 
(Khaldoyanidi et al., 2003). 
II.B.6.c.  Immunité 
La galectine-3, majoritairement par sa capacité à lier la partie glycosylée des glycoprotéines 
de surface, provoque le pontage et par là même l’activation de ces glycoprotéines et donc la 
transmission d'un signal de l'extérieur de la cellule vers l'intérieur. Ce phénomène qui active une 
multitude de voies de transduction du signal différentes, a été décrit dans l'activation de 
nombreux types cellulaires, dont ceux participant au système immunitaire (Brewer et al., 2002). 
Par exemple, la galectine-3 sécrétée est impliquée dans la réponse immunitaire innée via la 
stimulation du « burst » oxydatif des neutrophiles (Yamaoka et al., 1995) et la dégranulation des 
plasmocytes (Frigeri et al., 1993). La galectine-3 induit l'apoptose des cellules T (Fukumori et 
al., 2003) alors que la délétion du gène chez la souris rend les macrophages plus sensibles aux 
stimuli pro-apoptotiques (Hsu et al., 2000). Cette ambivalence est discutée dans une revue 
récente (Nakahara et al., 2005).  
Par ailleurs, à la surface des cellules T impliquées dans la réponse immunitaire 
adaptative, la galectine-3 a été détectée dans un réseau où elle interagit directement avec le 
TCR (Demotte et al., 2008). Ce modèle rejoint celui précédemment proposé dans lequel la 
mobilité latérale des TCR était restreinte par leurs groupements N-glycanes, inhibant ainsi leur 
réponse aux agonistes. L'incubation de lymphocytes infiltrant des tumeurs avec de la galectine-3 
recombinante induit l'anergie d'un tiers des cellules (Demetriou et al., 2001). 
La galectine-3 est un modulateur de la réponse immune et inflammatoire suite à une 
infection (Figure 73) (Pour revue - Henderson et Sethi, 2009). Son expression dans les 
cellules dendritiques est cruciale pour le contrôle de l'amplitude de la stimulation initiale des 
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lymphocytes T après infection (Breuilh et al., 2007; Oliveira et al., 2007). La différenciation de 
monocytes en cellules dendritiques immatures entraîne une diminution de l'expression et de la 
sécrétion de la galectine-3 (van Stijn et al., 2009). 
De plus, la capacité de la galectine-3 à réguler la sécrétion des cytokines IL-2 (Hsu et al., 
1996), IL-5 (Cortegano et al., 2000), IFN-γ (Peng et al., 2008) et IL-12 (Bernardes et al., 2006) 
en fait une molécule importante dans la modulation de la réponse immunitaire. En outre, la 
galectine-3 est un chimioattractant pour les monocytes et les macrophages (Sano et al., 2000).  
 
Figure 73 : Les effets de la galectine-3 extracellulaire sur les cellules immunitaires 
Les flèches rouges indiquent les effets activateurs et les bleues les effets inhibiteurs. Les effets pro-
inflammatoires de la galectine-3 sont indiqués dans les rectangles rouges alors que ceux anti-
inflammatoires sont indiqués dans les rectangles bleus (Dumic et al., 2006). 
Enfin, l’induction d’une réponse cutanée inflammatoire par traitement à l’ovalbumine sur 
souris déficientes pour la galectine-3 montre que les effets régulateurs de cette protéine 
s’exercent au niveau des cellules dendritiques et des lymphocytes T. Cela suggère que la 
galectine-3 pourrait jouer un rôle important dans les phases aiguës de la dermatite atopique 
humaine (Saegusa et al., 2009). 
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II.B.6.d.  Organogenèse et différenciation 
La galectine-3 est impliquée dans le développement du rein (Winyard et al., 1997) et la 
différenciation des cellules rénales. Le branchement des canaux collecteurs et de l'urothélium 
est perturbé lorsque de la galectine-3 recombinante est appliquée sur des explants d'embryons 
de souris (Bullock et al., 2001). In vitro, l'utilisation des cellules MDCK comme modèle pour 
étudier l'impact de la galectine-3 sur la tubulogenèse a montré que cette dernière régule la 
croissance et la morphogenèse des kystes, vraisemblablement en modulant l'adhérence 
cellule/substrat et l'adhérence intercellulaire (Bao et Hughes, 1995).  
La galectine-3 a aussi été directement impliquée dans la différenciation terminale des 
cellules épithéliales intercalaires du tubule collecteur rénal de type β en type α, via son 
interaction avec l'hensine, une protéine matricielle. Cette dernière est détectée dans tous les 
épithéliums testés ainsi que dans le cerveau (Takito et al., 1999). Elle est synthétisée et sécrétée 
au niveau de la membrane basolatérale des cellules intercalaires β sous forme de monomère 
soluble. Elle s’associe en oligomères sous l’action de l’intégrine αvβ1 (Vijayakumar et al., 2008) 
et de la cyclophiline A (Peng et al., 2009). Les étapes suivantes de multimérisation menant à la 
formation de fibres insolubles intégrées à la matrice extracellulaire nécessitent la présence de la 
galectine-3. L’ensemencement des cellules intercalaires de type β sur la MEC de cellules de 
type α, ou sur l’hensine insoluble induit leur différenciation (Hikita et al., 1999). Alors que 
l’hensine totalement purifiée perd cette capacité, l’ajout de galectine-3 induit sa polymérisation 
et rétablit sa fonction (Hikita et al., 2000). La galectine-3 pourrait également agir dès la 
première étape d’oligomérisation sous contrôle de l’intégrine αvβ1 puisqu’elle module 
l’adhérence des cellules via son action sur les intégrines. De manière surprenante, les souris 
déficientes pour la galectine-3 ne présentent pas de trouble rénal sévère (Colnot et al., 1998a), 
elles sont simplement sujettes à une insuffisance rénale légère avec perte de chlore (Bichara et 
al., 2006). Une redondance fonctionnelle par une autre galectine est donc envisageable. 
 
La galectine-3 est également impliquée dans la morphogenèse de cellules endothéliales in 
vitro et dans l'angiogenèse in vivo (Nangia-Makker et al., 2000). En effet, la formation 
correcte de capillaires sanguins à partir de cellules endothéliales in vitro requiert la galectine-3 
puisque l'ajout de lactose, ou d'anticorps anti-galectine-3, bloque ce processus. De plus, l'action 
pro-angiogénique provoquée in vivo par le protéoglycane NG2 transmembranaire, dépend de la 
formation du complexe NG2/galectine-3/intégrine α3β1. Par ailleurs, la galectine-3 est 
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importante pour la stabilisation du réseau d'interaction entre cellules épithéliales et 
endothéliales mammaires (Shekhar et al., 2004). Enfin, l'angiogenèse étant fortement impliquée 
dans le processus métastatique, des inhibiteurs de la galectine-3 extracellulaire de la famille des 
lactuloses ont été synthétisés et testés. Ils forment une nouvelle classe d'agents anticancéreux du 
fait de leur capacité à activer l'apoptose et inhiber l'agrégation des cellules tumorales, mais 
également du fait de leur capacité à inhiber la morphogenèse des cellules endothéliales 
(Rabinovich et al., 2006). 
II.B.6.e.  Modulation de l'activité de la galectine-3 par clivage 
La galectine-3 recombinante in vitro et la galectine-3 extracellulaire, soluble ou fixée à la 
surface des cellules en culture, sont les substrats des « Matrix metalloproteinases » MMP-2 et 
MMP-9. Ces enzymes clivent la galectine-3 humaine entre les résidus alanine et tyrosine en 
position 62 et 63, donnant naissance à deux fragments de 9 et 22 kDa environ (Ochieng et al., 
1994). Par comparaison avec la protéine entière, le plus gros fragment, correspondant au 
domaine CRD amputé d’une partie de son domaine régulateur non lectine, ne présente plus de 
propriété d'homodimérisation ni d'agglutination des hématies. Par contre, il montre une affinité 
accrue pour les ligands sucrés, ce qui entraîne une meilleure fixation de la protéine tronquée 
sur la laminine (Ochieng et al., 1998a) et à la surface des cellules endothéliales (Shekhar et al., 
2004). Enfin, la mutation H64P, empêchant le clivage par les MMP, modifie la majorité des 
fonctions extracellulaires de la galectine-3 alors que ses fonctions intracellulaires restent 
inchangées. Le fragment clivé agirait donc comme un dominant négatif des fonctions 
extracellulaires de la galectine-3, capable de lier les mêmes ligands que la protéine entière mais 
incapable de multimériser, ou d'induire les différentes fonctions biologiques de la galectine-3 
(Nangia-Makker et al., 2007b). 
 
Malgré l’identification de voies de signalisation dans lesquelles la galectine-3 est impliquée, 
les mécanismes de régulation résultant de l’action de cette protéine restent flous. Cependant, 
son interaction avec une multitude de ligands indique son importance dans de nombreuses 
fonctions biologiques. L’analyse des souris déficientes a montré qu’en conditions normales 
certains mécanismes étaient altérés et que l’organisme survit. La galectine-3 serait en quelque 
sorte une molécule optimisatrice, nécessaire à aucun mécanisme mais importante pour la 
régulation de beaucoup. Dans certains cancers, comme les cancers thyroïdiens, l’expression de 
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la galectine-3 est un marqueur de diagnostic. Son implication dans la prolifération, la migration 
et l’immunité en font une cible thérapeutique particulièrement attirante (Nangia-Makker et al., 
2007a). En effet, son inhibition permettrait la régulation de plusieurs fonctions biologiques 
simultanément. Enfin, l'absence de phénotype délétère chez les souris n'exprimant pas la 
galectine-3 suggère que son inhibition pourrait limiter les effets secondaires, souvent importants, 
dans les traitements anticancéreux. 
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I.  RECHERCHE DE PARTENAIRES 
 
Les DMKNβ/γ sécrétées et d’expression restreinte à l’épiderme n’ont pas d’homologie avec 
des protéines connues. Nous avons donc choisi de rechercher des partenaires de ces protéines. 
Ces derniers, lorsque leur fonction est connue, permettraient alors d’élucider, au moins 
partiellement, le rôle des DMKNβ/γ dans l’épiderme. Pour cela nous avons mis en œuvre à la 
fois une approche globale et une approche candidat, et ceci par deux techniques différentes : le 
double hybride chez la levure et la résonance plasmonique de surface. 
I.A. Par double hybride chez la levure 
I.A.1. Principe de la  technique 
La méthode de double hybride chez la levure a été retenue pour rechercher les partenaires 
des dermokines car elle permet à la fois le criblage de banque d’ADNc d’un type cellulaire en 
particulier, de tester les interactions entre deux partenaires donnés, mais aussi d’identifier 
aisément le partenaire potentiel ayant interagi. Elle s’appuie sur la propriété du facteur de la 
transcription de levure Gal4 dont les domaines de fixation à l’ADN et d’activation de 
transcription peuvent être séparés mais fonctionner du moment qu’ils sont spatialement 
proches (Figure 74 A). L’ADNc codant pour la protéine appât est cloné dans le vecteur 
pGBKT7, en fusion avec le domaine de fixation à l’ADN de Gal4, et les ADNc codant pour les 
protéines proies sont clonés dans les vecteurs pGADT7 en fusion avec le domaine d’activation 
de la transcription de Gal4 (Figure 74 B).  
Ces deux vecteurs sont co-transformés dans des levures Saccharomyces cerevisiae de la 
souche AH109 génétiquement modifiée. Après transformation, les levures sont ensemencées 
sur milieu dépourvu en leucine et tryptophane pour maintenir les vecteurs pGADT7 et 
pGBKT7. Si les protéines de fusion proie et appât exprimées interagissent dans le noyau de la 
levure, les domaines de Gal4 sont suffisamment proches pour induire la transcription des gènes 
rapporteurs (Figure 74 C). Dans le système que nous avons utilisé, l’activation de trois gènes 
rapporteurs est testée : HIS3, ADE2 et MEL1, de manière à diminuer les risques de fuite, et 
donc les faux positifs. Les clones obtenus après double transformation sont repiqués sur milieu 
sélectif, c'est-à-dire dépourvu en leucine, tryptophane, adénine, histidine, et additionné de X-α-
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Gal. Ce milieu permet de maintenir la sélection des plasmides transfectés et de tester 
l’activation des trois gènes rapporteurs.  
 
 
Figure 74 : Principe de la méthode de double hybride chez la levure 
(A) Le facteur de transcription Gal4 est formé de deux domaines, le domaine de liaison à l’ADN 
(DNA-BD) et le domaine d’activation de la transcription (AD). Il est capable d’activer la 
transcription lorsque les deux domaines sont spatialement proches. (B) Les ADNc, codant pour 
des protéines dont l’interaction est testée, sont clonés dans les vecteurs pGADT7 et pGBKT7, en 
fusion avec l’un domaine de Gal4 et une étiquette hémagglutinine (HA) ou c-myc. (C) Après co-
transformation des deux vecteurs dans les levures AH109, l’expression des gènes rapporteurs est 
testée sur milieu sélectif. 
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I.A.2. Clonages et  tests  préliminaires 
Les ADNc des dermokines entières β (BC035311) et γ (AY789697), mais dépourvus de la 
séquence codant pour le peptide signal, ont été clonés dans les vecteurs d’expression de levure 
pGBKT7 en vue d’un criblage de banque, et pGADT7 en vue des tests de protéines 
candidates.  
Les tests préliminaires d’autoactivation ont montré que les vecteurs pGADT7-DMKNβ et 
pGADT7-DMKNγ peuvent être utilisés en double hybride, contrairement aux vecteurs 
pGBKT7-DMKNβ et pGBKT7-DMKNγ puisque les protéines de fusion pour lesquelles ils 
codent auto-activent la transcription des gènes rapporteurs. Or la banque d’ADNc de 
kératinocytes humains utilisée lors du criblage est clonée dans le vecteur pGAD10 (une version 
antérieure à pGADT7). Les ADNc codant pour les protéines appâts doivent donc forcément 
être clonés dans pGBKT7. C’est pourquoi nous avons scindé les ADNc de DMKNβ et 
DMKNγ de manière arbitraire en trois domaines.  
La scission a été réalisée de manière à isoler la séquence codant pour le domaine central 
riche en glycine et sérine (GSr) de celles codant pour les extrémités N- et C- terminales (Figure 
75). Les tests ont montré que le domaine responsable de l’auto-activation se situe dans la partie 
N-terminale commune aux DMKN β et γ. Ainsi, le domaine GSr commun aux DMKNβ et 
DMKNγ, le domaine C-terminal de γ (γ-Ct) et le domaine C-terminal de β (β-Ct) contenant 
l’isoforme α (à l’exception de la première glycine de cette isoforme codée par l’exon 19), ont pu 
être utilisés pour cribler la banque d’ADNc en double hybride. 
 
 
Figure 75 : Clivage des dermokines longues 
Les dermokines ont été scindées en trois domaines afin d’être utilisées pour le criblage de banque 
en double hybride : le domaine riche en glycine et sérine (GSr), le domaine N-terminal commun 
(N-t) et les domaines C-terminaux différents (β-Ct et γ-Ct). Les numéros correspondent aux 
acides aminés des protéines entières, incluant la première méthionine et le peptide signal. 
L’isoforme α est comprise dans le domaine β-Ct et correspond aux acides aminés 390 à 479. 
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I.A.3. Approche globale :  les criblages de banques part iel les 
Lors d’une première approche globale, nous avons choisi de cribler une banque d’ADNc 
de kératinocytes humains par double hybride chez la levure pour déterminer les partenaires des 
dermokines.  
Cette approche s’est révélée tout à fait satisfaisante pour l’isoforme δ intracellulaire et a 
permis d’identifier les trois isoformes de Rab5 comme partenaires (Se référer au chapitre 
Résultats expérimentaux I.A). Concernant les isoformes DMKNβ/γ, les fragments GSr, β-Ct et 
γ-Ct ont été utilisés pour réaliser le criblage de trois banques partielles d’ADNc de kératinocytes 
humains. Chaque banque partielle est constituée d’une préparation de plasmides contenant au 
moins 3x1/10e des plasmides de la banque complète.  
 
 Banque partielle N°1 Banque partielle N°2 Banque partielle N°3 
Fragment GSr 360 106 79 
Fragment βC-t 31 43 158 
Fragment γC-t 24 6 20 
Figure 76 : Récapitulatif du nombre de clones positifs obtenus par criblage de banques 
partielles (3/10e) d’ADNc de kératinocytes humains  
Sélection des clones sur milieu peu stringent : seule l’expression du gène rapporteur HIS3 est 
testée. 
Lorsque les fragments GSr, βC-t et γC-t  ont été utilisés comme appâts pour réaliser les 
criblages, un grand nombre de clones positifs a été obtenu sur milieu faiblement stringent 
dépourvu d’histidine, leucine et tryptophane, permettant de tester l’expression d’un seul gène 
rapporteur (Figure 76). Au total, 837 clones ont ensuite été repiqués sur milieu plus stringent 
permettant de tester l’activation des trois gènes rapporteur simultanément. L’ADN des 134 
clones positifs sur ce milieu a été extrait et séquencé. Plusieurs écueils ont été rencontrés à cette 
étape :  
- La concentration de levure en milieu liquide obtenue n’était pas suffisante pour 
l’extraction d’ADN. 
- L’extraction de l’ADN s’est révélée impossible. 
- La PCR réalisée sur l’ADN extrait avec un couple d’amorces situées sur le plasmide 
de chaque côtés de l’ADNc amplifiait plusieurs bandes ou aucune. 
- Les séquences obtenues sont inexploitables, même après un second séquençage sur 
ADN purifié par précipitation à l’éthanol. 
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Les 72 séquences ont alors été triées suivant la localisation cellulaire de la protéine pour 
laquelle elles codent (Figure 77). En effet, les dermokines sont sécrétées in vivo par la voie 
classique qui passe par le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Elles ne sont donc 
localisées ni dans le noyau, ni dans le cytoplasme. Les interactions mises en évidence avec des 
protéines de ces compartiments n’ont donc a priori pas de signification physiologique. Parmi 
les protéines intracellulaires identifiées, la filaminine A, protéine d’ancrage du cytosquelette, et 
les protéines ribosomales sont les contaminants les plus fréquemment rencontrés. Elles 
représentent à elles seules 38,7% des séquences.  
 
 
Nous n’avons pris en compte que les protéines sécrétées, que ce soit par la voie classique 
ou non. Nous avons alors complété nos connaissances sur ces partenaires potentiels. 
La nucléobindine-2 (NUCB2) a été identifiée comme partenaire potentiel à la fois du 
domaine central GSr et du domaine γ-Ct. Ce résultat est très surprenant puisqu’aucune 
homologie n’existe entre ces deux domaines. Cette protéine a été identifiée comme faisant 
partie de la matrice minéralisée des os (Wendel et al., 1995). En outre, la nesfastine-1, un 
fragment de NUCB2 présentant des propriétés de neuropeptide, est localisée dans 
l’hypothalamus de rat où elle régule la satiété (Oh et al., 2006) et la peur (Merali et al., 2008). 
Récemment, NUCB2 a été identifiée comme antigène tumoral pouvant induire une réponse 
auto-immune chez certains patients atteints de cancer gastrique (Kalnina et al., 2009). Par 
ailleurs, dans une banque de données internet 
(http://www.proteinatlas.org/show_image.php?image_id=3915096), NUCB2 est très faiblement 
détectée dans l’épiderme par immunohistochimie sur coupe de peau humaine, et 
majoritairement dans la couche basale. La protéine NUCB2 n’a donc pas été retenue comme 
partenaire pertinent. 
La fibronectine (FN) est une glycoprotéine de haut poids moléculaire appartenant à la 
matrice extracellulaire. Elle est abondante, ubiquiste et organisée en réseau fibrillaire complexe. 
Cette protéine est décrite plus en détail dans le chapitre Résultats complémentaires et 
discussion III.A.3.c. 
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Fragment 
de DMKN 
Symbole 
du gène 
Nom de la  
protéine 
Localisation 
cellula ire 
Résumé de la  fonction 
FLNA Filamin-A Cytoplasme 
Protéine d’ancrage des protéines 
transmembranaires au cytosquelette 
d’actine. 
PCBP1 
Poly(rC)-binding 
protein 1 
Cytoplasme 
Noyau 
Protéines liant les acides nucléiques 
mono-brin, potentiellement impliquée 
dans le spliceosome. 
RPS20 
40S ribosomal 
protein S20 
Cytoplasme 
Protéine membre de la famille S10P 
impliquée dans les étapes d’élongation de 
la traduction protéique. 
MT2A Metallothionein-2 Cytoplasme 
Protéine riche en cystéine liant les ions 
Zn2+. 
KIF3A 
Kinesin-like protein 
KIF3A 
Cytoplasme 
Protéine associée aux microtubules et 
impliquée dans le processus moteur des 
organites. 
BPGM 
Bisphospho-
glycerate mutase 
Cytoplasme 
Protéine impliquée dans la glycolyse 
régulant l’affinité de l’hémoglobine pour 
l’oxygène. 
CTLC 
Clathrin heavy 
chain 1 
Face interne de 
la membrane 
plasmique 
Protéine majeure du manteau recouvrant 
les puits et les vésicules à clathrine, acteur 
important de l’endocytose. 
UBE2I 
SUMO-conjugating 
enzyme UBC9 
Noyau 
Protéine impliquée dans le processus de 
SUMOylation important pour la 
ségrégation des chromosomes lors de la 
mitose. 
RFWD2 
E3 ubiquitin-
protein ligase 
Cytoplasme 
Noyau 
Protéine impliquée dans l’ubiquitination 
précédant la dégradation des protéines 
par le protéasome. 
FAF 1 
FAS-associated 
factor 1 
Noyau 
Protéine pro-apoptotique impliquée dans 
la voie de signalisation de FAS. 
SH3BP4 
SH3 domain-
binding protein 4 
Face interne de 
la membrane 
plasmique 
Protéine impliquée dans l’endocytose via 
les vésicules à clathrine. 
TGM1 
Protein-glutamine 
gamma-glutamyl-
transferase K 
Face interne de 
la membrane 
plasmique 
Enzyme catalysant le pontage covalent de 
protéines, notamment lors de la 
formation de la couche cornée. 
NUCB2 Nucleobindin-2 
Membrane 
Cytoplasme 
Sécrétée 
Protéine fixant le calcium potentiellement 
impliquée dans la sécrétion gastrique. Un 
fragment de cette protéine appelé 
nesfatine-1 est impliqué dans la 
suppression de l’appétit. 
LTBP2 
Latent-
Transforming 
growth factor β-
Binding Protein 2 
Sécrétée 
Protéine multidomaine de la matrice 
extracellulaire, elle jouerait un rôle dans 
l’organisation des fibres élastiques et/ou 
leur assemblage. 
FBN2 Fibrillin 2 Sécrétée MEC 
Protéine structurale de la matrice 
extracellulaire, elle s’assemble et forme 
des microfibrilles liant le calcium. 
FN1 Fibronectin 
Sécrétée 
MEC 
Protéine structurale de la matrice 
extracellulaire, la fibronectine lie de 
nombreux partenaires. 
Domaine  
GSr 
LGALS3 Galectin-3 
Cytoplasme 
Noyau 
Sécrétée 
Lectine ubiquiste et pléiotrope liant 
spécifiquement le galactose. 
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CSTB Cystatin-B 
Cytoplasme 
Noyau 
Protéine intracellulaire à activité 
inhibiteur de thiol protéase. Inhibiteur 
réversible des cathepsines L, H et B. 
FLNA Filamin-A Cytoplasme 
Protéine d’ancrage des protéines 
transmembranaires au cytosquelette 
d’actine. 
EEF1A1 
Eukaryotic 
translation 
Elongation Factor 
1- isoforme α1 
Cytoplasme 
Facteur d’élongation de la traduction. Il 
induit la liaison GTP-dépendante de 
l’ARNt-aminoacyl au site A du ribosome 
lors de la synthèse protéique. 
CHD8 
Chromodomain-
helicase-DNA-
binding protein 8 
Noyau 
Protéine à activité ADN hélicases, 
remodelant la chromatine et régulant la 
transcription. 
RNF208 
RING finger 
protein 208 
Pas de peptide 
signal 
Protéine à doigt de Zinc qui pourrait lier 
les ions Zn2+. 
BTG1 
B-cell translocation 
gene 1 protein 
Cytoplasme 
Noyau 
Protéine à activité anti-proliférative. Son 
expression est associée à la phase G1 
précoce du cycle cellulaire. 
RPL21 
Ribosomal protein 
L21 
Cytoplasme 
Protéine 60S appartenant à la famille 
L21E. 
Rab5b 
Ras-related protein 
Rab-5B 
Endosome 
Membrane 
Petite GTPase majeure de l’endocytose et 
du trafic vésiculaire. 
Rab5c 
Ras-related protein 
Rab-5C 
Endosome 
Membrane 
Petite GTPase majeure de l’endocytose et 
du trafic vésiculaire. 
SEC31A 
Protein transport 
protein Sec31A 
Cytoplasme 
Membrane 
Composant du complexe COPII (Coat 
protein complex II) induisant la 
formation de vésicules de transport 
notamment entre le Réticulum 
Endoplasmique et l’appareil de Golgi. 
Domaine  
γ Ct 
NUCB2 Nucleobindin-2 
Membrane 
Cytoplasme 
Sécrétée 
Protéine fixant le calcium. 
Potentiellement impliqué dans la 
sécrétion gastrique. Un fragment de cette 
protéine appelé nesfatine-1 est impliqué 
dans la suppression de l’appétit. 
PAFAH1
B1 
Platelet-activating 
factor 
acetylhydrolase IB 
subunit alpha 
Cytoplasme 
Noyau 
Protéine associée aux microtubules du 
cytosquelette. 
N4BP2L
2 
NEDD4-binding 
protein 2-like 2 
Pas de peptide 
signal 
Protéine de fonction inconnue 
phosphorylée suite aux dommages à 
l’ADN. 
KPNB1 
Importin subunit 
beta-1 
Cytoplasme 
Enveloppe 
nucléaire 
Protéine impliquée dans l’import de 
protéine vers le noyau. 
RPL8 
Ribosomal Protein 
L8 
Cytoplasme 
Protéine ribosomique 60S appartenant à 
la famille L2P. 
Domaine 
β Ct 
Pseudogèn
e 
homologu
e à 
EEF1A1 
Eukaryotic 
translation 
Elongation Factor 1 
α1 pseudogene 
  
Figure 77 : Résultats des criblages de banques partielles par double hybride  
Les protéines extracellulaires identifiées sont indiquées par un fond bleu clair. 
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La fibril l ine-1 (FBN-1) est le constituant majeur des microfibrilles extracellulaires et se 
trouve à la fois dans le tissu conjonctif élastique et non élastique. C’est une glycoprotéine de 350 
kDa riche en cystéines et organisée en domaines très conservés. Elle peut lier de nombreux 
ligands comme la protéine de liaison au TGF-β latent, le perlecane et le versicane ainsi que des 
facteurs de croissance. Des mutations de cette protéine entraînent des maladies héréditaires 
appelées fibrillinopathies dont le syndrome de Marfan (OMIM #154700) et le syndrome de 
Weill–Marchesani (OMIM #608328). 
La protéine de lia ison au TGF-β la tent de type 2 (LTBP-2) est un composant de la 
matrice extracellulaire. Son incorporation à la matrice est relativement tardive puisqu’elle est 
sécrétée par les fibroblastes après plusieurs jours de culture. Elle est également dépendante de 
la présence d’un réseau préexistant de fibrilline-1 et de fibronectine (Vehvilainen et al., 2009).  
La galectine-3 (Gal-3) est une protéine pléiotrope et ubiquiste décrite en détail dans le 
chapitre Résultats expérimentaux II.B. 
 
 
Les protéines extracellulaires que nous avons identifiées par criblage en double hybride, 
NUCB2, LTBP-2, FN et FBN-1, sont toutes des protéines de matrice, et même la galectine-3 
peut être impliquée dans la formation de matrice extracellulaire lorsqu’elle est sécrétée (Hikita 
et al., 2000). En première analyse, seule la galectine-3 nous a semblé intéressante puisqu’aucune 
matrice extracellulaire protéique n’avait été décrite dans les couches suprabasales de 
l’épiderme. De plus, aucune de ces protéines n’a été identifiée lors de l’analyse du 
transcriptome des kératinocytes granuleux humains (Toulza et al., 2007), ou du protéome des 
kératinosomes humains (Raymond et al., 2008). La présence de ces protéines dans les couches 
suprabasales de l’épiderme devra d’abord être confirmée avant de vérifier leur interaction avec 
DMKNβ/γ. L’interaction de la galectine-3 avec les dermokines longues a été confirmée par des 
expériences de « GST pull-down » réalisées avec de la galectine-3 recombinante et de la 
galectine-3 présente dans les extraits protéiques d’épiderme. Cette méthode nous a également 
permis de montrer que cette interaction semblait spécifique (Se référer au chapitre Résultats 
expérimentaux II.A).  
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I.A.4. Approche candidats  
En parallèle de la recherche de partenaires par approche globale, nous avons également 
réalisé des tests d’interaction, toujours par double hybride chez la levure, avec des partenaires 
potentiels des DMKN β/γ : les protéines SBSN et KRTDAP qui sont codées par les deux 
autres gènes du locus SSC. En effet, ces protéines sont sécrétées, exprimées dans la couche 
granuleuse de l’épiderme, et présentent le même profil d’expression que DMKNβ/γ lors de la 
différenciation embryonnaire chez la souris (Bazzi et al., 2007). Il est donc possible qu’elles 
interagissent entre elles. 
La PCR de clonage de KRTDAP à partir d’ADNc d’épiderme total humain n’a permis 
d’amplifier que l’ADNc codant pour l’isoforme longue de KRTDAP, c'est-à-dire contenant 
l’exon 3. Cette séquence a été insérée dans les deux vecteurs pGADT7 et PGBKT7 utilisés en 
double hybride. Lors du clonage de SBSN, nous avons découvert et séquencé plusieurs 
nouveaux variants, dont certains ont depuis été déposés dans les banques de données (Se 
réferer au chapitre Introduction III.A.2). Les variants SBSN1, SBSN2 et SBSN3 ont été clonés 
dans les deux vecteurs. La co-transformation des vecteurs codant pour DMKNβ et DMKNγ 
entières ou pour leurs fragments, avec les vecteurs codant pour KRTDAP ou les variants de 
SBSN, n’a permis de mettre en évidence aucune interaction entre ces protéines dans le noyau 
des levures. 
 
Plusieurs partenaires des DMKN β et γ ont pu ne pas être identifiés par criblage en double 
hybride. En effet, la banque d’ADNc a été constituée à partir de kératinocytes primaires en 
culture alors que les protéines spécifiques de la couche granuleuse ne sont pas exprimées dans 
ces conditions. De plus, les interactions sont testées dans le noyau de la levure, milieu très 
différent de l’espace extracellulaire des couches suprabasales de l’épiderme. Pour contourner 
ces obstacles inhérents à la technique, nous avons choisi de chercher d’autres partenaires des 
dermokines extracellulaires par une méthode à grande échelle complémentaire : la résonance 
plasmonique de surface. 
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I.B. Par résonance plasmonique de surface 
Nous avons réalisé les expériences de résonance plasmonique de surface sur la plateforme 
de l’IFR 150 « Interactions et profils d’expression des protéines » possédant la technologie de 
Biacore 3000. Cette méthode est basée sur la production d’une onde évanescente lorsque la 
totalité de la lumière polarisée monochromatique est réfléchie par une interface. Si une couche 
fine de métal, riche en électrons libres, est déposée à l'interface, ceux-ci entrent en résonance 
avec les photons du faisceau incident, provoquant la chute en intensité du rayon réfléchi à un 
angle particulier appelé angle de résonance (Figure 78 A). 
Le Biacore a pour fonction de visualiser, en temps réel, des interactions entre biomolécules 
non marquées dans un débit continu de tampon (analyte) et ligands greffés sur un biocapteur. 
L'analyte dilué dans un tampon circule à flux constant à la surface du biocapteur. Les 
changements de masse induits par l'association ou la dissociation des complexes modifient la 
réfringence du milieu et décalent la position de l'angle de résonance. L'enregistrement de la 
variation de l'angle de résonance permet de suivre en temps réel la fixation des molécules 
injectées sur le biocapteur. Le signal de résonance est exprimé en unités de résonance (RU). 
L'enregistrement de ce signal s'appelle un sensogramme (Figure 78 B).  
 
 
Figure 78 : Principe de la méthode de résonance plasmonique de surface 
(A) En résonance plasmonique de surface, la modification de l’onde évanescente suite à la liaison 
de l’analyte contenu dans le flux sur le ligand greffé est analysée. (B) Ces mesures sont converties 
en sensogrammes montrant la quantité d’analyte lié sur le ligand greffé, ainsi que les cinétiques 
d’association et de dissociation. Le sensogramme est gradué en unité de résonance (RU). D’après 
(http://cours.cguette.ifrance.com/IUP3/enseignements%20IUP3.htm). 
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Notre objectif étant d’identifier des partenaires des DMKNβ/γ, la stratégie adoptée a été de 
greffer GST-DMKNβ ou GST-DMKNγ sur le biocapteur, de recueillir les protéines d’extrait 
d’épiderme humain retenues et de les identifier par spectrométrie de masse. Afin de mettre au 
point le protocole expérimental, mais aussi de caractériser l’interaction entre les dermokines et 
la galectine-3, nous avons d’abord réalisé des tests préliminaires en immobilisant GST-DMKNβ 
et en utilisant de la galectine-3 recombinante bactérienne comme analyte.  
Pour ces tests préliminaires, nous avons dû optimiser la production des protéines 
recombinantes à la fois pour augmenter leur concentration et pour déterminer le tampon dans 
lequel les protéines auraient la conformation la plus favorable pour l’interaction. L’interaction 
entre la galectine-3 et les dermokines longues a été difficile à mettre en évidence dans le 
tampon communément utilisé (Figure 79). Nous avons alors travaillé avec des tampons de pH 
plus proche de celui de la couche cornée, c'est-à-dire plus acide. Les effets du tampon ont été 
trop importants pour obtenir des sensogrammes interprétables. Malgré de nombreux efforts, 
nous n’avons pas confirmé par cette approche une interaction entre la galectine-3 et DMKNβ/γ, 
les mesures d’interaction étant trop faible pour être exploitables.  
 
 
 
Figure 79 : Sensogrammes obtenus avec DMKN greffée et la galectine-3 recombinante 
utilisée comme analyte 
DMKNβ ou DMKNγ est greffée sur le biocapteur et une solution de galectine-3 (500 nM ou 1 µM) 
est injectée en flux continu comme analyte. Les valeurs obtenues sont trop faibles pour être 
exploitables. 
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La greffe de GST-DMKNβ sur le biocapteur étant mise au point, nous avons débuté la 
recherche de partenaire en injectant des protéines extraites soit d’épiderme humain, soit de 
couche cornée plantaire. D’après le sensogramme obtenu avec l’extrait de couche cornée, la 
quantité de protéine interagissant avec DMKNβ est trop faible pour une analyse consécutive en 
spectrométrie de masse. Dans le cas où un extrait de protéines épidermique est injecté, une 
quantité de protéine plus importante interagit (Figure 80). Malheureusement, la quantité de 
protéine recueillie lors de la dernière expérience n’a pas permis la poursuite de l’analyse. 
 
 
Figure 80 : Sensogramme obtenu 
avec GST-DMKNβ greffée et des 
protéines extraites de l'épiderme ou 
de la couche cornée utilisées comme 
analyte 
La DMKNβ est greffée sur le 
biocapteur. Un extrait de protéines 
d’épiderme (500 µg/ml) et un extrait de 
protéines de couche cornée (500 µg/ml) 
sont injectés en flux continu comme 
analyte. Les valeurs obtenues avec les 
protéines extraites de l’épiderme ont 
permis d’envisager le recueil des 
interactants en vue d’une analyse en 
spectrométrie de masse. 
 
Seule l’approche globale de criblage de banque d’ADNc de kératinocyte humain par 
double hybride chez la levure nous a permis d’identifier un partenaire potentiel de DMKNβ/γ : 
la galectine-3. La caractérisation de cette interaction a été décrite dans le manuscrit n°2 (Se 
référer au chapitre Résultats expérimentaux II.A).  
Parallèlement à la recherche de partenaires, nous avons mené d’autres expériences dans le 
but d’élucider la fonction des formes longues de DMKN. 
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II.  TESTS FONCTIONNELS 
II.A. Activi té cel lulaire 
L’augmentation de l’expression de DMKNβ/γ lors de la cicatrisation cutanée chez la souris 
suggère que dans certaines conditions physiologiques ou pathologiques les dermokines longues 
pourraient moduler la prolifération, l’adhérence ou la migration des cellules. Pour tester ces 
propriétés, nous avons utilisé le modèle in vitro de kératinocytes spontanément immortalisés : 
les cellules HaCaT. 
Pour analyser les effets de la dermokine sur la prolifération, des formes recombinantes de 
GST-DMKN ont été ajoutées au milieu de culture de cellules à 30% de densité cellulaire. Un 
test MTT a alors été réalisé sur les cellules chaque 24h pendant 3 jours. Le taux de 
prolifération cellulaire était identique pour toutes ces cellules, qu’elles soient cultivées en 
présence de milieu seul, de milieu additionné de GST (20 mM à 187 µM final), de milieu 
additionné de GST-DMKNβ (20 mM à 187 µM final) ou de GST-DMKNγ (20 mM à 187 µM 
final). 
Pour étudier les effets de la dermokine sur l’adhérence cellulaire, les puits d’une plaque 96 
puits ont été recouverts par des solutions de concentration croissante en GST-DMKNβ, GST-
DMKNγ ou GST (20 mM à 187 µM). Les cellules HaCaT (50 000 cellules) ont été 
ensemencées dans les puits et incubées pendant 2h à 37°C sous 5% de CO2. Après lavage PBS, 
le nombre de cellules adhérentes a été estimé par colorimétrie. Aucune différence n’a été mise 
en évidence entre les puits recouverts de GST, servant de contrôle, et les puits recouverts de 
dermokine. 
Les tests que nous avons réalisés à partir de protéines recombinantes en fusion avec la GST 
n’ont montré aucun effet des dermokines sur la prolifération ou l’adhérence cellulaire. 
Néanmoins, ces fonctions ne peuvent pas être totalement écartées sur la base des tests réalisés 
ici. En effet, il est possible que la protéine recombinante bactérienne n’ait pas une 
conformation active et ce pour plusieurs raisons. La partie GST de la protéine peut générer un 
encombrement stérique puisqu’elle constitue 30 % de la masse molaire de la protéine chimère. 
Cette partie n’a pas été éliminée dans ces expériences, la concentration de la protéine clivée 
étant alors insuffisante. De plus, les protéines étant produites par des bactéries E. coli de 
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souche origami B, elles ne portent aucune modification post-traductionnelle, à l’exception de 
ponts disulfures. Enfin, la dermokine a été incubée seule en fond de plaque alors qu’une 
protéine supplémentaire pourrait être nécessaire à la formation d’un complexe, voire d’un 
réseau protéique fonctionnel comme c’est le cas pour la galectine-3 et l’hensine (Hikita et al., 
2000). 
II.B. Propriété antimicrobienne 
Les dermokines ne possèdent pas le domaine chargé positivement et conformé en hélice α, 
typique de nombreux peptides antimicrobiens. Cependant, de nombreuses molécules exercent 
leur activité antimicrobienne malgré l’absence de ce domaine et agissent par d’autres 
mécanismes dont beaucoup sont encore en cours d’investigation. 
Posant l’hypothèse que la dermokine, ou des fragments de dermokine, pourraient avoir un 
rôle antimicrobien par un processus inconnu, nous avons réalisé plusieurs tests dans le cadre 
d’une collaboration avec le professeur J.M. Schröder (Université de Kiel, Allemagne). Ce 
scientifique est à l’origine de la découverte de la RNAse 7, un des peptides antimicrobiens les 
plus efficaces (Harder et Schröder, 2002). Deux stratégies ont été utilisées pour déterminer si 
les DMKNβ/γ ou certains de leurs fragments présentent des propriétés antimicrobiennes.  
 
Dans une première approche, nous avons utilisé une méthode sensiblement identique à 
celle ayant mené à la découverte de la RNAse 7. Les protéines de squames de psoriasis (Harder 
et Schroder, 2005), maladie augmentant l’expression de nombreux peptides antimicrobiens 
mais également des dermokines, ont été extraites. Après purification par chromatographie 
d’affinité sur colonne d’héparine, l’extrait a été séparé en 40 fractions par chromatographie 
liquide à haute performance (HPLC) en phase inverse. L’objectif a alors été d’identifier les 
fractions contenant les dermokines pour les soumettre : 
-  à des tests de diffusion radiale contre S. aureus et E. coli en vue d’analyser leur 
propriété antimicrobienne 
-  à une analyse en spectrométrie de masse en vue d’identifier les formes de dermokine 
présentes, résultant par exemple de clivages, de modifications post-traductionnelles ou 
d’oligomérisations. 
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Plusieurs extractions protéiques ont été réalisées dans différents tampons contenant un 
détergent et/ou un agent réducteur. Malgré cela, les dermokines longues n’ont été détectées par 
l’anticorps ZD-AB dans aucune des fractions ni dans les extraits de départ. La liaison covalente 
des dermokines à l’enveloppe cornée pourrait empêcher la solubilisation de ces protéines quel 
que soit le tampon utilisé, ou alors masquer l’épitope reconnu par l’anticorps. Il est également 
possible que la protéine soit clivée dans la couche cornée de l’épiderme psoriasique et que les 
fragments qui persistent ne portent plus l’épitope. Ces tests ont été réalisés uniquement avec 
l’antisérum ZD-AB car parmi les deux autres antisérums produits au laboratoire dirigés contre 
des peptides distincts de DMKN, aucun n’a une affinité suffisante pour être utilisable. 
 
Dans une seconde approche, les protéines recombinantes bactériennes DMKNβ et 
DMKNγ, obtenues après clivage de la partie GST par la précission protéase, ont été utilisées à 
plusieurs concentrations (10 µM à 1 nM) dans des tests de diffusion radiale et de microdilution 
sur des cultures de bactéries de la flore cutanée résidente ou transitoire (S. aureus, S. pyogenes, 
E. coli, deux souches de P. aeruginosa) et de champignon (C. albicans). Dans les premiers tests 
de diffusion radiale, les deux protéines recombinantes ont montré une large zone d’inhibition 
de la croissance d’un seul pathogène, E. coli, et ce quelle que soit la concentration testée. 
Malheureusement, cet effet s’est avéré être la conséquence d’une substance bactériostatique 
contaminante présente dans le tampon puisqu’après une étape supplémentaire de purification 
par chromatographie, cet effet a complètement disparu. 
 
 
Ainsi, les tests réalisés ne nous ont pas permis de mettre en évidence un rôle antimicrobien 
pour les dermokines longues sécrétées. 
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III.  ETUDE PRELIMINAIRE D’UNE MATRICE 
EXTRACELLULAIRE PROTEIQUE SUPRABASALE 
 
Aucune fonction précise n’a pu être déduite des expériences que nous avons menées sur les 
DMKNβ/γ. De plus, ces protéines ne ressemblent à aucune de celles décrites jusque-là dans 
l’espace extracellulaire des couches granuleuse et cornée, comme les protéases et leurs 
inhibiteurs ou les lipases. En revanche, leur domaine central riche en glycine et en sérine a 
retenu notre attention. Bien que le domaine GSr des dermokines ne corresponde parfaitement 
ni aux critères nécessaires à la formation des boucles glycine - les acides aminés hydrophobes 
des pieds de boucle étant absents - ni aux domaines fibrillaires des collagènes - les répétitions 
du motif GXY étant régulièrement interrompues – les DMKNβ/γ pourraient cependant 
présenter des propriétés proches de celles de ces protéines adhésives ou structurales. 
En outre, la galectine-3 - seul partenaire retenu des criblages en double hybride - peut être 
sécrétée et interagit avec le domaine GSr des DMKNβ/γ ainsi qu’avec de nombreuses protéines 
de la matrice extracellulaire (MEC). 
 
Nous proposons comme hypothèse que le complexe DMKN/galectine-3, mais aussi 
d’autres protéines de MEC, pourraient être impliqués dans un réseau extracellulaire assurant 
une fonction spécifique dans les couches différenciées de l’épiderme. Très peu de protéines 
matricielles étant décrites dans ces assises, nous avons débuté par l’identification des protéines 
de MEC exprimées dans les couches suprabasales de l’épiderme, puis nous avons recherché 
des interactions entre ces protéines et DMKNβ/γ ou la galectine-3. 
III.A. La matrice  extracellulaire épidermique 
De façon générale, la MEC est une structure complexe entourant toutes les cellules de tous 
les tissus de l’organisme. Au cours de l’évolution, la MEC est apparue avec l’avènement des 
êtres multicellulaires. Elle se compose principalement d’eau, de sels, de glycosaminoglycanes 
(GAG) et de protéines spécialisées. Sa composition diffère fortement d’un tissu à l’autre. Si la 
MEC a longtemps été considérée comme un tissu de colmatage entre les cellules, cette vue a 
évoluée. Elle est maintenant décrite comme une interface active contrôlant les fonctions 
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cellulaires et tissulaires. Elle joue un rôle essentiel dans l’architecture, le support, l’homéostasie 
et la résistance des tissus et des organes. Elle influence également le comportement des cellules 
(forme, adhérence, migration et étalement) ainsi que le profil d’expression des gènes de la 
cellule lors des processus de développement et de différenciation. Enfin, elle constitue une 
réserve de molécules de signalisation et coordonne les fonctions cellulaires par son implication 
dans la signalisation « inside-out » et « outside-in ».  
Peu de travaux ont étudiés les protéines composant la MEC de l’épiderme, en dehors de 
celles de la lame basale et de la matrice cicatricielle. 
III.A.1. La lame basale 
La lame basale épidermique se situe sous la couche basale, à la jonction dermo-
épidermique. Elle joue le rôle d’interface et régule les échanges entre ces deux tissus (Pour 
revue - Ghohestani et al., 2001). Cet aspect est particulièrement important pour l’épiderme, 
tissu non vascularisé et en renouvellement constant qui reçoit tous les nutriments nécessaires 
tels que les vitamines, minéraux et acides aminés, par diffusion depuis le derme. L’importance 
de ces échanges est soulignée par les défauts de prolifération et de différenciation que 
présentaient les épidermes reconstruits composés uniquement de kératinocytes. Une partie de 
ces défauts a pu être supprimée par co-culture des kératinocytes avec des fibroblastes 
dermiques. Ces modèles de peaux reconstruites sont sans cesse améliorés dans un but médical 
aussi bien que pharmaco-cosmétique.  
 
Comme toute lame basale, ses quatre composants essentiels sont les laminines et le 
collagène IV qui forment des réseaux distincts, ainsi que le nidogène et le perlecane qui relient 
les deux réseaux et augmentent leur stabilité (Figure 81). La variabilité de composition et de 
fonction des lames basales est assurée d’une part par l’expression différentielle de ces 
composants et d’autre part par les composants minoritaires spécifiques de certaines régions 
anatomiques (Pour revue - Breitkreutz et al., 2009).  
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Figure 81 : La lame basale de l’épiderme humain 
La jonction dermo-épidermique est une matrice spécialisée. C’est une structure composée 
notamment de collagènes et de laminines attachées à des intégrines.                                        
D’après (http://www.netzwerk-eb.de/e14/e193/e249/index_eng.html). 
Dans l’épiderme normal, les intégrines sont localisées dans la couche basale. Les intégrines 
majoritairement exprimées par les kératinocytes en conditions physiologiques sont les dimères 
α2β1 (récepteurs du collagène I), α3β1 et α6β4 (récepteurs de la laminine 332), enfin en 
moindre abondance, l’intégrine αvβ5 (récepteur de la vitronectine) (Watt, 2002). La chaîne β1 
montre une localisation péricellulaire dans la couche basale et est associée au cytosquelette 
d’actine. Le dimère α6β4 est concentré au pôle basal des kératinocyte basaux, plus précisément 
dans la lame basale où il est associé aux hémidesmosomes et aux filaments intermédiaires.  
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III.A.2. La matrice cicatricielle 
Au cours de la cicatrisation cutanée, la MEC est fortement remodelée et joue un rôle 
majeur dans ce processus (Figure 82).  
 
La première phase débute juste après blessure. La coagulation sanguine, suite à la 
transformation du fibrinogène en fibrine sous l’actine de la thrombine, conduit en quelques 
minutes à la formation d'un caillot fibrino-plaquettaire (Figure 82 A). Il est principalement 
constitué de plaquettes incluses dans un réseau de fibres de fibrine entrecroisées avec de la 
fibronectine plasmatique et des quantités plus réduites de vitronectine, thrombospondine et 
autres protéines. Ce caillot constitue une MEC provisoire et s’enrichit d’acide hyaluronique. 
Les composants de cette matrice ont des propriétés chimioattractantes vis-à-vis des monocytes 
et polynucléaires. L’adhérence de ces cellules sur la MEC induit non seulement leur 
différenciation mais également l’expression de facteurs de croissance et de cytokines. 
Parallèlement, la synthèse de protéoglycanes par les fibroblastes est induite.  
 
Lors de la deuxième phase, les kératinocytes en bordure de plaie acquièrent un phénotype 
migratoire et se déplacent sous le caillot vers le centre de la plaie (Figure 82 B). C’est la phase 
de ré-épithélialisation. Les kératinocytes entrent alors en contact direct avec la matrice 
dermique et donc avec les collagènes de type IV et VII de la lame basale résiduelle mais 
également avec les collagènes interstitiels de type I, III et VI. L’expression des intégrines est 
modifiée et celle de l’intégrine α5β1 est induite. L’adhérence des kératinocytes sur le collagène 
de type I ou la vitronectine augmente drastiquement la vitesse de migration de ces cellules in 
vitro (Kelsell et al., 2005). Au contraire, cette migration est inhibée par les laminines 111 et 332. 
Lorsque les kératinocytes se rejoignent, la lame basale est reformée depuis les bords de la 
blessure vers le centre, les kératinocytes du néo-épiderme se différencient et stratifient pour 
reformer un épiderme fonctionnel et l’intégrine αvβ6 est transitoirement exprimée.  
Dans le même temps, la matrice de fibrine est remplacée par le tissu de granulation, 
composé de capillaires sanguins en formation, de fibroblastes dermiques et de macrophages. 
Les fibroblastes se différencient en myofibroblastes sous l’action des macrophages et acquièrent 
un phénotype contractile, permettant le rapprochement des bords de la plaie. Les fibroblastes 
et myofibroblastes sécrètent les constituants d’une MEC riche en collagènes de type I et III et 
en protéoglycanes. 
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Figure 82 : Représentation schématique des phases de la cicatrisation cutanée 
(A) Phase inflammatoire. La blessure est caractérisée par la formation d’un caillot fibrino-
plaquettaire dans un environnement hypoxique (ischémie). (B) Ré-épithélialisation. Les 
kératinocytes migrent sous le caillot vers le centre de la plaie, puis stratifient et reforment la lame 
basale. Le caillot est transformé en tissu de granulation enrichi en collagène et acide hyaluronique. 
(C) Remodelage. Cette étape peut parfois durer plusieurs années. La matrice de collagène 
désorganisée est progressivement dégradée et reformée par les fibroblastes épidermiques. D’après 
(Gurtner et al., 2008). 
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La migration des cellules, dans et sous le caillot fibrino-plaquettaire, nécessite la synthèse et 
la sécrétion de protéases qui dégradent de manière contrôlée la MEC (Pour revue - Toriseva et 
Kahari, 2009). Ces enzymes libèrent également des cytokines et facteurs de croissance liés à la 
MEC qui jouent un rôle dans la cicatrisation. Les MMP, dont les MMP-1, MMP-2 et MMP-9, 
ainsi que les protéases à sérine comme « Urokinase-type plasminogen activator » sont sécrétées 
par les fibroblastes et les kératinocytes. Les protéases mettent à jour des sites cryptiques 
cruciaux pour la cicatrisation lorsqu’elles clivent la fibronectine. Les polypeptides qui en 
résultent, nommés matricryptines, sont biologiquement actifs. 
 
La dernière phase est la phase de remodelage qui peut durer de plusieurs semaines à 
plusieurs années (Figure 82 C). La matrice de collagène désorganisée, déposée par les 
fibroblastes en migration, est dégradée et progressivement remplacée par des fibres de 
collagène de type I qui sont orientées de manière à rendre à la peau une partie de sa résistance 
mécanique. Cependant, le tissu néo-synthétisé ne rétablit jamais les propriétés de la peau non 
blessée, en particulier la résistance mécanique et les annexes cutanées. 
III.A.3. La matrice des couches suprabasales de l ’épiderme 
Entre la lame basale située sous la couche basale et les lamellae lipidiques de la couche 
cornée, la MEC de l’épiderme en conditions physiologiques est très peu caractérisée. Alors que 
les kératinocytes sont des entités discrètes dont les transformations, notamment 
morphologiques, permettent de définir les quatre couches de l’épiderme, la MEC est par 
nature continue. Vraisemblablement, sa composition varie graduellement au sein de l’épiderme 
suite à la sécrétion de nouvelles molécules, probablement différentes suivant les couches, mais 
également suite à la dégradation des molécules déjà présentes.  
Les jonctions serrées pourraient jouer un rôle important dans l’organisation de la MEC 
protéique en séparant physiquement la matrice des couches vivantes de la matrice de la couche 
cornée. En effet, ces jonctions intercellulaires situées sur la membrane latérale des kératinocytes 
de la couche granuleuse mettent les membranes plasmiques de deux cellules adjacentes en 
contact direct, c’est-à-dire sans matériel intercellulaire entre (Brandner, 2009). Elles sont 
impliquées dans la fonction barrière de l’épiderme, évitant les pertes hydriques. En effet, les 
souris déficientes pour le gène de la claudine-1, une protéine transmembranaire entrant dans la 
composition des jonctions serrées, meurent quelques heures après la naissance des suites d’une 
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déshydratation malgré l’absence de défaut d’organisation de la couche cornée (Furuse et al., 
2002). Chez l’Homme, des mutations du gène de la claudine-1 ont été séquencées chez les 
patients souffrant du syndrome « Neonatal ichthyosis-sclerosing cholangitis » (NISCH, OMIM 
#607626). Les jonctions serrées jouent également un rôle dans la compartimentalisation des 
membranes des kératinocytes granuleux et dans la limitation de la diffusion des lipides 
membranaires. Elles empêchent également le contenu des kératinosomes délivré au pôle apical 
des kératinocytes granuleux de diffuser vers les couches plus profondes de l’épiderme. 
Les enzymes libérées dans l’espace extracellulaire au-dessus de la limite créée par les 
jonctions serrées nécessitent un environnement hydrophile pour être fonctionnelles. En effet, 
l’eau participe notamment aux interactions non-covalentes maintenant l’enzyme dans une 
conformation catalytiquement active. En dehors des îlots hydrophiles observés au niveau des 
cornéodesmosomes, c’est la matrice qui crée cet environnement favorable. 
 
Par ailleurs, la composition de la MEC conditionne le microenvironnement des cellules et 
par conséquent de nombreuses fonctions physiologiques comme la prolifération, la migration 
ou la mort cellulaire. Son impact est clairement identifiable, par exemple dans le processus 
cancéreux ou dans la spécification d’un lignage. En effet, le devenir des cellules souches 
mésenchymateuses naïves peut être déterminé simplement par les propriétés d’élasticité de la 
matrice sur laquelle ces cellules adhèrent (Engler et al., 2006). De plus, le détachement des 
cellules de la MEC entraîne la mort des cellules par les processus d’anoïkis (Chiarugi et 
Giannoni, 2008) ou d’entose (Overholtzer et al., 2007). On peut alors supposer que les 
particularités de composition et de structure de la MEC des couches suprabasales de 
l’épiderme pourraient être à l’origine de signaux spécifiques envoyés aux kératinocytes, 
entraînant une mort programmée non-apoptotique. 
 
 
 
De façon générale, les composants principaux des MEC sont les glycosaminoglycanes 
(GAG) qui sont des dérivés de polysaccharides acides, les protéines structurales fibrillaires ou 
spécialisées dans l’adhérence, et enfin les protéoglycanes et glycoprotéines qui sont des 
protéines sur lesquelles sont attachés de manière covalente des GAG. De nombreux facteurs 
solubles sont piégés dans la MEC mais ne seront pas détaillés ici. 
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III.A.3.a.  Les GAG, protéoglycanes et glycoprotéines 
Les GAG sont des polysaccharides anioniques non ramifiés qui attirent les ions 
positivement chargés, dont Na+, qui, par réaction osmotique, attirent des molécules d’eau et 
entraînent la formation d’un gel. Alors que les GAG représentent environ 10% de la masse de 
la MEC, ils occupent près de 90% de son volume. Les GAG sont classés suivant leur structure 
chimique en sulfate de chondroïtine (CS), sulfate d’héparane (HS), sulfate de kératane (KS) et 
sulfate de dermatane (DS). La grande majorité est synthétisée et sulfatée à l’intérieur de la 
cellule, puis sécrétée et liée de manière covalente aux protéoglycanes (Figure 83). Au sein 
d’une même classe de GAG, le degré d’épimérisation de l’acide glucuronique en acide 
iduronique et la sulfatation sur des résidus distincts et à des positions différentes (C6S ou C4S) 
amènent une grande micro-hétérogénéité dans chaque polymère et une diversité presque infinie 
de chaînes polysaccharidiques. 
 
Les protéoglycanes sont des protéines riches en sérine décorées de centaines de GAG 
O-liés sur des résidus sérine particuliers, dont la partie glucidique est majoritaire par rapport à 
la partie protéique. Cette proportion est inversée pour les glycoprotéines. Ce sont des 
protéines sur lesquelles de petits oligosaccharides branchés et riches en mannose sont O- ou N-
liés. Le large panel de molécules avec lesquelles les protéoglycanes interagissent leur permet de 
participer à l'assemblage de la matrice tout en lui conférant de nombreuses propriétés 
(hydratation, résistance aux forces compressives, capacité de filtration, transparence). Les 
protéoglycanes règlent aussi de nombreuses activités cellulaires (prolifération, différenciation, 
adhérence, migration) et participent au contrôle de l'activité, de la biodisponibilité et de la 
stabilité de cytokines par séquestration. 
 
L’acide hyaluronique ou hyaluronane est très différent des autres GAG : il n’est pas 
sécrété par la voie classique bien que présent dans l’espace extracellulaire ; il est à l’état libre 
sans liaison covalente avec une protéine ; il a une masse moléculaire énorme de l’ordre de 107 
daltons et n’est pas sulfaté. L’acide hyaluronique est synthétisé par tous les vertébrés, mais il est 
aussi présent dans la capsule de certaines souches de bactéries (Streptocoques). Chez l'Homme, 
il est particulièrement abondant dans le cordon ombilical, dans le derme et l'épiderme, dans 
l'humeur vitrée de l'œil et dans le liquide synovial des articulations. 
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Figure 83 : les GAG, protéoglycanes et glycoprotéines extracellulaires 
Les glycoprotéines sont des protéines sur lesquelles des sucres sont attachés par des liens O ou N. 
Les sucres N-liés sont attachés par un groupement N-acétyl-glucosamine (GlcNAc) aux résidus 
asparagine du motif consensus N-X-S/T des glycoprotéines. Les sucres O-liés sont attachés par un 
groupement N-acétyl-galactosamine (GalNAc) aux résidus sérine ou thréonine des glycoprotéines 
et des mucines. Les protéoglycanes sont composés d’un cœur peptidique sur lequel sont greffés des 
GAG par un groupement xylose attaché à un résidu sérine. Les glycosphingolipides sont des 
céramides liés à un ou plusieurs sucres. Les protéines à ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) 
sont insérées dans le feuillet externe de la membrane plasmique. Les sucres sont représentés par les 
figures géométriques colorées conventionnelles (Varki et Sharon, 2009). 
En conditions physiologiques, l’acide hyaluronique est présent dans tout l’épiderme, y 
compris dans la couche cornée. La forte expression dans la couche granuleuse des ARNm de 
gènes codant pour les enzymes impliquées dans la synthèse de l’acide hyaluronique suggère 
que c’est préférentiellement cette couche qui produit ce GAG et alimente la couche cornée 
(Akiyama et al., 2005). De plus, la rupture de la barrière épidermique par application d’acétone 
sur l’épiderme de souris engendre l’accumulation d’acide hyaluronique non seulement dans la 
MEC de la couche basale mais également au niveau des couches les plus superficielles de 
l’épiderme. La présence d’acide hyaluronique freinerait la différenciation kératinocytaire. En 
effet, sa dégradation par une hyaluronidase bactérienne recombinante entraîne une réduction 
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de l’épaisseur épidermique imputable non pas à un défaut de prolifération mais à une 
apparente accélération de la différenciation épidermique (Maytin et al., 2004).  
Le CD44 est un récepteur de l’acide hyaluronique. C’est un protéoglycane 
transmembranaire constitué d’une partie protéique pouvant varier suite à l’épissage alternatif de 
dix exons (v1 à v10), et décoré de sulfate d’héparane, parfois également de sulfate de 
chondroïtine. Les deux isoformes majoritairement présentes à la surface des kératinocytes sont 
CD44v1-10 et CD44v3-10. Elles sont détectées à la surface des kératinocytes de toutes les 
couches vivantes de l’épiderme (Sandjeu et Haftek, 2009). 
La desmosealine est un autre protéoglycane épidermique en cours de caractérisation. 
Elle est détectée dans l’espace extracellulaire ainsi que dans les desmosomes dans toutes les 
couches de l’épiderme avec un gradient croissant d’expression depuis la couche basale vers la 
couche granuleuse (Figure 84). 
 
 
 
Figure 84 : Localisation de la desmosealine 
dans l'épiderme humain normal 
(Sandjeu et Haftek, 2009) 
 
 
 
Une étude récente (Malgouries et al., 2008) a montré que plusieurs GAG sont présents 
dans la partie superficielle du derme et la lame basale de l’épiderme (Figure 85 c, e et f -q). 
D’autres, comme CD44v3, syndécane-1, sulfate d’héparane et biglycane, sont détectés dans 
toutes les couches vivantes de l’épiderme (Figure 85 a, b, d et h). Cependant, deux 
anticorps monoclonaux 7D4 et 4C3, reconnaissant des épitopes spécifiques du sulfate de 
chondroïtine natif (Sorrell et al., 1996), donnent également un marquage dans la couche 
granuleuse de l’épiderme humain (Figure 85 m et n). Ainsi, des anticorps reconnaissant 
différents épitopes du sulfate de chondroïtine ne marquent pas toujours les mêmes zones de 
l’épiderme. Certaines modifications des chaînes de polysaccharides pourraient donc être 
spécifiques de la couche granuleuse et concourir à la formation d’une matrice uniquement 
présente dans cette couche cellulaire.  
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Figure 85 : Expression des protéoglycanes dans l’épiderme humain 
Les protéoglycanes sont détectés en immunohistochimie sur coupe de peau humaine par les 
anticorps dirigés contre CD44v3 (a) , syndécane-1 (b), perlecane (c) , versicane (f), aggrécane (g) , 
biglycane (h), sulfate de chondroïtine de type D (l), sulfate de chondroïtine et sulfate de 
dermatane (o), sulfate de kératane (q). Les GAG sont des structures complexes et plusieurs 
anticorps monoclonaux peuvent reconnaître la même chaîne de GAG mais au niveau de différents 
épitopes, par exemple le sulfate d’héparane (d et e)  et le sulfate de chondroïtine natif (m, n et  
p). Des épitopes sont générés par l’action de la chondroïtinase ABC sur le sulfate de chondroïtine 
avant incubation avec les anticorps primaires (i, j et  k)  (Malgouries et al., 2008). 
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III.A.3.b.  Les protéines de structures fibreuses 
L’élastine et les collagènes s’organisent en fibres et confèrent à la matrice respectivement 
des propriétés d’élasticité et de résistance mécanique. L’élastine est une protéine fibreuse 
sécrétée par les fibroblastes qui est présente en grande quantité dans le derme. Les collagènes 
sont les protéines les plus abondantes du corps humain (Pour revue - Kadler et al., 2007).  
 
Vingt-neuf types de collagènes ont été décrits à ce jour, encodés par de nombreux gènes. 
Les molécules de collagène s’organisent en trimères au sein desquels chaque chaîne comprend 
le motif G-X-Y, où X et Y représente le plus souvent la proline et l’hydroxyproline (van der 
Rest et Garrone, 1991). La présence de glycine tous les trois acides aminés est essentielle pour 
la conformation en triple hélice droite super-enroulée. Certaines imperfections sont cependant 
tolérées telles que la présence de motif RGD de liaison aux intégrines. Lors de leur synthèse, 
les chaînes subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles et la maturation de la 
triple hélice nécessite le clivage des extrémités par des protéases.  
Parmi les 29 types de collagènes décrits, certains présentent des interruptions de la triple 
hélice et/ou ne s’assemblent pas en fibrilles, et d’autres ne sont pas sécrétés mais 
transmembranaires. La majorité des triples hélices sont des homotrimères même si certaines 
peuvent être hétérotrimériques. Les collagènes sont classés par fonction et par homologie de 
domaines : les collagènes formant des fibrilles, les collagènes associés aux fibrilles mais à triple 
hélice interrompue (FACIT), les collagènes formant des réseaux, les collagènes 
transmembranaires, les collagènes libérant des endostatines par clivage (multiplexine), les fibres 
d’ancrage et enfin les collagènes formant des filaments perlés (Figure 86).  
L’importance biologique des collagènes est soulignée par le large spectre de maladies 
causées par une ou plusieurs mutations des gènes de collagènes comme le syndrome d’Elhers-
Danlos (collagène I et V) (OMIM #130000, #130010, #130060) et certains sous-types 
d’épidermolyse bulleuse (collagène VII) (OMIM #226600, #226650…). 
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Figure 86 : Les structures des collagènes 
D’après (Kadler et al., 2007). 
Dans le derme, les collagènes majoritaires sont ceux de type I et III, et le collagène de type 
IV est un composant de la lame basale de l’épiderme et des endothéliums. Alors que de 
nombreux collagènes ont été caractérisés dans le derme, très peu de données existent quant à 
ceux présents dans la MEC de l’épiderme.  
 
Le collagène XIII est un collagène transmembranaire ubiquiste. Il est détecté dans 
l’épiderme humain à la fois au niveau de la lame basale et à la périphérie des kératinocytes de 
toutes les couches vivantes de l’épiderme, y compris la couche granuleuse. Il ne colocalise pas 
avec les composants des desmosomes mais colocalise partiellement avec les protéines des 
jonctions adhérentes et pourrait jouer un rôle dans l’adhérence (Peltonen et al., 1999). 
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Le collagène XXIII appartient également au groupe des collagènes transmembranaires 
mais il peut être clivé par la furine et libéré dans l’espace extracellulaire (Veit et al., 2007). 
L’analyse de coupes d’embryon de souris de E10,5 à E15,5 par hybridation in situ montre que 
ce gène est exprimé lors de la morphogenèse du follicule pileux. A E18,5, la protéine est 
détectée par immunohistofluorescence dans les couches suprabasales des épithéliums stratifiés, 
dont l’épiderme et la langue. Ce collagène est donc exprimé au cours des étapes tardives de la 
morphogenèse de l’épiderme murin (Koch et al., 2006). Aucune donnée n’est disponible quant 
à l’expression de ce collagène dans l’épiderme humain. 
 
Dernier collagène découvert, le collagène XXIX a été identifié lors de l’étude d’une 
région chromosomique associée à la dermatite atopique. Dans la peau des patients atteints de 
dermatite atopique et dans celle d’individus sains, l’expression des messagers du collagène 
XXIX est semblable. En revanche, l’expression de la protéine est complètement abolie dans les 
couches épineuses supérieures et granuleuses des patients, ne persistant que dans les couches 
basales et épineuses inférieures (Soderhall et al., 2007).  
III.A.3.c .  Les protéines matricielles de structure spécialisées dans l’adhérence 
La connexion entre la MEC et la membrane des cellules est assurée par des glycoprotéines 
d’adhérence telles que les laminines et la fibronectine.  
Les laminines forment une famille de glycoprotéines de structure hétérotrimérique 
cruciforme constituée par 3 chaînes polypeptidiques α, β et γ (Pour revue - Durbeej, 2010). A 
ce jour, 5 chaînes α, 3 chaînes β et 3 chaînes γ identifiées chez les vertébrés se combinent et 
forment uniquement 18 isoformes de laminines sur les 45 possibles, nommées d’après leur 
composition αβγ (Figure 87). Leur distribution est tissu-spécifique et l’expression 
différentielle est déterminée principalement, mais pas exclusivement, par les variations 
d’expression des chaînes α. Les fonctions biologiques des laminines sont attribuées en grande 
partie aux récepteurs de surface auxquels elles sont liées, notamment les intégrines qui 
transmettent alors un signal intracellulaire. Les laminines sont également capables de s’auto-
assembler en réseau et de lier d’autres glycoprotéines ou protéoglycanes matriciels.  
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Figure 87 : Les laminines 
(A) Structure des laminines. Les laminines sont composées de trois chaînes qui forment un 
hétérotrimère en forme de croix. (B) Ces hétérotrimères présentent plusieurs domaines 
d’interaction distincts avec des composants de la MEC. D’après 
(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/life-science/metabolomics/enzyme-
explorer/laminin.Par.0001.Image.484.gif). 
La chaîne α3 de la laminine est exprimée préférentiellement dans la lame basale des 
épithéliums stratifiés, dont l’épiderme, où elle fait partie intégrante des hémidesmosomes. 
L’importance de cette isoforme est soulignée par les épidermolyses bulleuses jonctionnelles 
(OMIM #226650 et #226700). Une mutation dans une des trois chaînes de la laminine-332, ou 
encore son ciblage par des anticorps auto-immuns, entraîne le clivage des hémidesmosomes dès 
la moindre friction mécanique et l’arrachement de l’épiderme entier (Tzu et Marinkovich, 
2008). A ce jour, aucune protéine de la famille des laminines n’a été décrite dans les couches 
suprabasales de l’épiderme. 
 
La fibronectine est une glycoprotéine majeure de la MEC, également présente dans le 
plasma sanguin. Les différentes isoformes proviennent toutes d’un même gène subissant un 
épissage alternatif complexe. Ces molécules contiennent 3 sortes de domaines répétés nommés 
I, II et III (Figure 88). Elles s’organisent en hétérodimères liés par un pont disulfure et sont 
décorées de sucres N- et O-liés. Ces protéines abondantes et ubiquistes sont organisées en 
réseau fibrillaire complexe à travers des interactions avec des récepteurs de la surface cellulaire 
et d’autres composants de la MEC. La fibronectine est impliquée dans de nombreux processus 
cellulaires tels que l’adhérence mais également la prolifération, l’apoptose et la migration 
Résultats complémentaires et discussion – Les dermokines β et γ 
Une matrice extracellulaire protéique suprabasale 
217 
cellulaire. Son expression est indispensable au développement des vertébrés et sa perte est 
létale dès les premiers stades embryonnaires. 
  
 
Figure 88 : Les domaines de fibronectine 
La fibronectine est sécrétée sous forme dimérique, les deux sous-unités étant liées par deux ponts 
disulfures (S rouge). Chaque sous-unité est composée de 12 modules de type I (rectangle fin), 2 
modules de type II (ovale vert) et de 15 à 17 modules de type III (ovale). Les domaines III et la 
région variable (rectangle large) modifiés par épissage alternatif sont colorés en violet. Les 
fibronectines interagissent avec de nombreux partenaires (indiqués au dessus des domaines). Les 
domaines de liaison à la cellule sont le domaine contenant le site de liaison aux intégrines (bleu). 
Les domaines d’interaction homophile sont indiqués en jaune (D’après (Mao et Schwarzbauer, 
2005)). 
Une étude menée dans le but de découvrir quel mécanisme pouvait expliquer la 
colonisation de la peau de patients atteints de dermatite atopique par Staphylococcus aureus a 
montré que ce pathogène serait capable de se fixer à la fibronectine. Des expériences 
d’immunohistofluorescence semblent confirmer que la fibronectine est exprimée dans la 
couche cornée des patients alors qu’elle est principalement localisée dans le derme des sujets 
normaux (Angel et al., 2001). La fibronectine étant classiquement exprimée par les fibroblastes, 
elle pourrait dans cette pathologie être sécrétée par les kératinocytes en réponse à des signaux 
pro-inflammatoires tels que les interleukines (Wikner et al., 1988). 
 
Parmi les récepteurs de la fibronectine figurent des glycoprotéines transmembranaires : les 
intégrines. Ces hétérodimères reconnaissent chacun un ou des ligands spécifiques et ont des 
profils d’expression particuliers. Les intégrines sont responsables non seulement de l’adhérence 
des cellules à la MEC mais également de la transduction de signaux de l’extérieur de la cellule 
vers l’intérieur et sont impliquées notamment dans la prolifération, la survie et la migration 
cellulaire. Les collagènes, les laminines et les fibronectines, tout comme DMKNβ/γ, présentent 
un motif RGD reconnu comme site d’attachement par plus de la moitié des intégrines décrites. 
A ce jour, aucune intégrine n’a été décrite comme étant exprimée dans les couches 
suprabasales de l’épiderme humain normal. Cependant, en conditions pathologiques, comme 
dans les lésions psoriasiques ou dans les tumeurs, l’expression des intégrines est fortement 
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perturbée. Les sous-unités α3, α6 et β1 sont détectées dans les couches suprabasales 
d’épiderme psoriasique, notamment au niveau de l’épiderme supra-papillaire (Reichrath et al., 
1997). De même, lors d’un traitement topique à l’acide rétinoïque induisant une 
hyperprolifération de l’épiderme humain, l’expression des intégrines α2β1 et α3β1 est étendue 
aux couches suprabasales (Hakkinen et al., 1998). De plus, si les souris transgéniques 
exprimant le dimère α6β4 dans les couches suprabasales ne forment pas spontanément des 
tumeurs épidermiques, elles sont en revanche plus sensibles à une carcinogenèse induite 
chimiquement (Owens et al., 2003). 
III.A.3.d.  Les métalloprotéases de matrice 
Le remodelage de la MEC passe par l’action des métalloprotéases de matrice (MMP) qui 
dégradent, chacune avec une spécificité particulière, les éléments de la MEC (Figure 89). Plus 
de 20 MMP ont été isolées et décrites chez les mammifères. La plupart sont sécrétées sous 
forme de pro-enzyme inactive présentant un domaine catalytique consensus contenant un site 
de liaison au Zinc, alors que d’autres sont transmembranaires. Toutes les cellules produisent 
des MMP. Leur action est finement modulée à différents niveaux : au niveau transcriptionnel 
en réponse à des stimuli extérieurs, au niveau post-traductionnel par activation du clivage du 
prodomaine et par action des inhibiteurs de métalloprotéases tissulaires (TIMP). L’action des 
MMP a de nombreuses retombées biologiques, dont la libération de facteurs de croissance liés 
à la MEC, le clivage des récepteurs de surface liant facteur de croissance ou chimiokine, le 
remodelage de la MEC modifiant alors le comportement des cellules en contact et induisant 
par exemple la migration. 
 
Figure 89 : Représentation 
schématique de 
métalloprotéases de matrice 
L’organisation minimale des 
MMP, ADAM et ADAMTS est 
représentée. Les domaines C-
terminaux hémopexine et 
fibronectine de type II des MMP 
ainsi que les répétitions de 
domaine thrombospondine de 
type I (TSR) des ADAMTS ne 
sont pas indiqués (Jones et Riley, 
2005). 
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Les protéases nommées « a disintegrin and metalloproteinase » (ADAM), sont des 
protéines transmembranaires dont le domaine extracellulaire a des propriétés d’adhérence et 
de clivage protéasique, et le domaine intracellulaire des activités de signalisation (Figure 89). 
Les protéases nommées « a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type I 
motifs » (ADAMTS) sont structuralement très proches des ADAM mais sont sécrétées et leurs 
substrats sont majoritairement des protéines de MEC (Figure 89). ADAMTS-2, par exemple, 
est fortement exprimée dans la peau et clive les parties N-terminales des procollagènes I, II et 
III, processus essentiel dans la formation des fibrilles. Les TIMP peuvent également inhiber 
l’activité de certaines ADAM et ADAMTS. 
 
En conditions physiologiques, l’expression basale des MMP dans l’épiderme est faible 
(Pour revue - Toriseva et Kahari, 2009). Seules MMP-7 et MMP-19 sont exprimées 
constitutivement par les glandes sébacées et apocrines. MMP-28 est détectée dans les 
kératinocytes basaux et suprabasaux de peau humaine normale ex vivo (Lohi et al., 2001). 
ADAM-9, ADAM-10 et ADAM-12 sont détectées plus fortement dans les couches 
suprabasales de l’épiderme humain normal (Zigrino et al., 2007; Oh et al., 2009). 
III.A.3.e.  Les enzymes de liaison 
Les transglutaminases catalysent des liaisons protéines-protéines et protéines-lipides au 
sein de l’épiderme. Seules les isoformes intracellulaires TGM1, 3 et 5 sont exprimées en 
conditions physiologiques dans les couches suprabasales et ne sont donc, a priori, pas 
responsables des liaisons covalentes établies entre protéines extracellulaires (Se référer au 
chapitre Introduction II.C.2.b.i). 
La « lysyl oxidase » (LOX) et les « lysyl oxidase- like » (LOX-L), sont impliquées entre 
autre dans la stabilisation et la réparation de la MEC. Ces enzymes catalysent la déamination 
oxydative de résidus lysyl et hydroxylysyl qui se condensent alors spontanément avec d’autres 
résidus portant une fonction aldéhyde. Alors que ces enzymes étaient étudiées dans le derme, 
notamment pour leur implication dans la formation de fibres d’élastine, il a été montré qu’elles 
étaient exprimées non seulement par les fibroblastes, mais également par les kératinocytes 
différenciés ou non (Noblesse et al., 2004). Le profil d’expression des cinq gènes codant pour 
ces enzymes a alors été étudié en détail. LOX, LOXL1 et LOXL2 sont les principaux 
messagers présents dans des explants d’épiderme humain. LOXL1 est détecté par hybridation 
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in situ dans toutes les couches de l’épiderme, alors que LOX est détecté principalement dans 
les couches suprabasales et LOXL2 dans les couches les plus profondes (Fujimoto et Tajima, 
2009). Les substrats des isoformes LOX et LOXL1 présentes dans les couches suprabasales 
(Figure 90) de l’épiderme ne sont pas encore connus. 
Figure 90 : Expression  de LOX et LOXL1 dans la peau humaine 
L’enzyme LOX est détectée par 
immunohistochimie sur coupe de 
peau humaine dans les couches 
suprabasales alors que LOXL est 
détectée dans toutes les assises 
épidermiques (Noblesse et al., 
2004). Barre d’échelle 50 µm. 
III.A.3.f .  Une singularité de la couche cornée : les lipides extracellulaires 
Dans la couche cornée, l’espace extracellulaire est fortement enrichi en lipides organisés en 
lamellae (Se référer au chapitre Introduction II.C.4.b). Ces dernières résultent de la fusion 
bout-à-bout des feuillets sécrétés par les kératinosomes, à la suite de diverses modifications 
lipidiques : les phospholipides sont hydrolysés en acides gras par les phospholipases, les 
sphingomyélines en céramides par la sphingomyélinase et les glucosylcérébrosides également 
en céramides par la β-glucosylcérébrosidase. Le cholestérol est également un constituant 
important des lamellae.  
Les lipides, outre leur rôle dans la barrière hydrique, possèderaient également un pouvoir 
de rétention d’eau au niveau de l’épiderme, participant à la souplesse et la flexibilité de la peau 
(Akasaki et al., 1988). Cette fonction serait associée non seulement au facteur naturel 
d’hydratation, mais également à des céramides comportant des acides gras relativement courts, 
alors que la fonction de barrière hydrique de l'épiderme serait plutôt liée aux céramides à 
longue chaîne et aux acylcéramides (Imokawa et al., 1989). 
 
Les collagènes XIII, XXIII et XXIX présents dans l’espace extracellulaire des couches 
suprabasales de l’épiderme, notamment de la couche granuleuse, ainsi que l’acide hyaluronique 
et la fibronectine, sont parmi les premiers composants connus décrits d’une MEC épidermique 
protéique. La composition et l’organisation de cette dernière n’ont jamais été étudiées 
directement alors que ses fonctions pourraient être fondamentales pour l’homéostasie 
épidermique. Dans l’optique de mieux caractériser la structure et les propriétés de la MEC, 
nous avons recherché quelles autres protéines entrent dans sa composition protéique. 
 
LOX 
 
LOXL 
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III.B. Détermination d’un modèle  de matrice suprabasale 
III.B.1. Ident if icat ion des candidats  
Très rares sont les données disponibles quant à la sécrétion d’éléments de MEC dans la 
couche granuleuse. Ces dernières années, l’établissement du protéome des corps lamellaires de 
l’épiderme humain et du transcriptome des kératinocytes granuleux nous a donné des indices 
sur des protéines qui pourraient être sécrétées en même temps que les dermokines. Elles 
seraient donc présentes dans l’espace interkératinocytaire et intercornéocytaire et pourraient 
former une MEC protéique. 
 
L’établissement du protéome des kératinosomes de l’épiderme humain par spectrométrie 
de masse haut débit a permis l’identification de plusieurs protéines qui composent la MEC 
d’autres tissus, par exemple l’ostéoglycine, la décorine, le lumicane, la ladinine-1 et la périostine 
(Raymond et al., 2008). Le croisement de ces données avec celles issues de l’analyse du 
transcriptome des kératinocytes granuleux humains (Toulza et al., 2007) a permis de confirmer 
l’expression de certaines d’entre elles dans les couches suprabasales de l’épiderme. L’analyse 
du transcriptome a également permis de trouver de nouveaux candidats comme « extracellular 
matrix protein 1b » (ECM1b) (Figure 91).  
 
 
Figure 91 : Identification des protéines de matrice extracellulaire exprimées dans les 
couches suprabasales de l’épiderme humain 
Les données du transcriptome du kératinocyte granuleux et du protéome du kératinosome ont été 
croisées pour identifier les protéines de MEC exprimées dans les couches suprabasales de 
l’épiderme humain. A noter que deux des trois gènes du locus SSC sont retrouvés par ces deux 
techniques. 
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III.B.2. Validat ion de l ’expression dif férentielle des candidats  
Dans le but de confirmer l’expression des candidats dans la couche granuleuse et de 
déterminer lesquels sont différentiellement exprimés dans l’épiderme humain, nous avons 
réalisé des expériences de RT-PCR en temps réel à partir d’ARNm extraits d’une fraction 
enrichie en kératinocytes basaux et d’une fraction enrichie en kératinocytes granuleux (Figure 
92) (Toulza et al., 2007). 
 
 
Figure 92 : Fractions enrichies en kératinocytes basaux et granuleux 
L’épiderme issu de peau abdominale humaine est incubé successivement dans quatre bains de 
trypsine à +4°C. La première fraction est enrichie en kératinocytes basaux alors que la dernière est 
enrichie en kératinocytes granuleux (Toulza et al., 2007). 
Nous avons entrepris l’analyse de 22 candidats potentiels sélectionnés à partir des études 
transcriptomique et protéomique mais également à partir des données de la littérature comme 
les intégrines αv et β8 (Watt, 2002), les collagènes XXIII (Koch et al., 2006) et XXIX 
(Soderhall et al., 2007), ainsi que CRELD1 (Mattiuzzo et al., en révision). Nous avons inclus en 
témoin dans l’analyse trois gènes différentiellement exprimés dans l’épiderme humain : 
dermokine, collagène XVII et laminine α3. Par contre, nous avons exclu les gènes codant pour 
des protéines dont le profil d’expression avait déjà été décrit dans l’épiderme, comme c’est le 
cas pour CD44, perlecane et biglycane.  
 
Dans un premier temps, nous avons dessiné des paires d’amorce permettant l’obtention 
d’amplicons de 200 pb s’étendant sur au moins deux exons. La spécificité de chaque couple 
d’amorces a tout d’abord été testée en PCR classique. Trois candidats ont été abandonnés 
quand, malgré le dessin de trois paires d’amorces, la PCR de test amplifiait plusieurs bandes ou 
aucune. Ce fût le cas du collagène XXIX, du mimécane et de la dermatopontine. Quand la 
PCR de test amplifiait une bande unique, la paire d’amorce a été utilisée dans un second temps 
en PCR en temps réel à partir d’ADNc des fractions enrichies en kératinocytes basaux ou 
granuleux.  
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Les résultats de la PCR en temps réel ont été exploités par la méthode des ΔΔCt, c’est-à-
dire une quantification relative normalisée par un calibrateur. Le calibrateur utilisé était le gène 
de la β2-microglobuline (β2M) dont l’expression est constante lors de la différenciation 
épidermique. La normalisation par rapport à ce calibrateur (ΔCt) a permis d’éliminer les biais 
d’efficacité des différentes étapes depuis l’extraction jusqu’à l’amplification. Pour un même 
gène, les taux normalisés d’expression dans les deux fractions enrichies ont alors été comparés 
entre eux (ΔΔCt), la fraction enrichie en kératinocytes basaux servant de référence. Les 
messagers DMKNβ/γ ont été utilisés comme témoin de gènes fortement exprimés dans la 
couche granuleuse et ceux codant pour la laminine α3 et le collagène XVII comme témoins des 
gènes fortement exprimés dans la couche basale. Enfin, l’identité des amplicons obtenus par 
PCR en temps réel a toujours été vérifiée par séquençage.  
 
 
A ce niveau, deux conditions supplémentaires d’abandon de candidat sont apparues : 
- La séquence de l’amplicon ne correspondait pas au gène recherché. Ce fût le cas du gène 
codant pour le collagène XXIII.  
- Le nombre de Ct était trop important (>30). En effet, la méthode des ΔΔCt n’est 
applicable que si la valeur des Ct du gène calibrateur et du gène testé sont proches, sinon 
l’efficacité de la PCR n’étant pas de 100%, cela crée des biais dans les calculs. Ce fût le cas des 
gènes codant pour l’ostéoglycine, l’hensine et le kératocane. 
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Au total 7 gènes furent abandonnés et les 15 gènes (12 candidats + 3 témoins) analysés sont 
classés dans le tableau ci-dessous (Figure 93). 
 
Gène candidat 
Taux d’expression (2^ΔΔCt) 
Couche granuleuse/couche basale 
ECM1b 2 740 
‡ Dermokine 390 
Lumicane 1 11 
CRELD1 3 7 
Ladinine-1 1-2 4 
CLEC3B 1 3 
PEBP-1 1-2 2,9 
EHD4 2 2,7 
Intégrine αv 3 1,2 
Galectine-3 3 1,1 
Décorine 1 1 
‡ Collagène XVII 0,5 
Intégrine β8 3 0,46 
Périostine 1-2 0,34 
‡ Laminine α3 0,16 
Figure 93 : Comparaison des taux d’expression des candidats dans les fractions enrichies 
en kératinocytes basaux ou granuleux 
Liste des gènes candidats identifiés à partir du protéome des kératinosomes (1), du transcriptome 
du kératinocyte granuleux (2) ou d’autres travaux décrits dans la littérature (3). La méthode de 
quantification relative des ΔΔCt  a été appliqué et les valeurs obtenues correspondent à la formule : 
2^((Ctcandidat/Ctβ2M)granuleux/(Ctcandidat/Ctβ2M)basaux). Les gènes plus fortement exprimés dans la 
couche basale sont sur fond jaune, ceux plus fortement exprimés dans la couche granuleuse sur 
fond vert et ceux non régulés sur fond bleu. Les gènes utilisés comme témoins sont indiqués par ‡. 
Notre étude (Figure 93) ne confirme pas au niveau transcriptionnel l’expression 
suprabasale des intégrines αv et β8 précédemment décrite dans la littérature (Watt, 2002). La 
quantité d’ARNm de la galectine-3 n’est pas modifiée lors de la différenciation épidermique, 
alors qu’en analyse par immunohistologie sur coupe de peau la quantité de protéine semble 
augmentée (Figure 94). Il est possible que la quantité de protéine, de même que la quantité 
de messager reste identique, mais que ces protéines soit redistribuées depuis le cytoplasme vers 
la périphérie de la cellule où elles apparaissent plus concentrées.  
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Figure 94 : Immunolocalisation de la galectine-3 dans la peau humaine normale 
(A) Immunohistochimie réalisée avec le surnageant d’hybridome de rat M3/38 (300e) sans 
régénération d’épitope. (B) Immunofluorescence indirecte réalisée avec l’anticorps monoclonal de 
souris commercial B2C10. 
Parmi les messagers plus abondants dans la couche granuleuse que dans la couche basale, 
ECM1b  est celui dont la différence d’expression est la plus élevée. Découvert en premier chez 
la souris, ce gène a été décrit chez l’Homme deux ans plus tard (Smits et al., 2000). Il est situé 
en position 1q21.2, proche du locus de différenciation épidermique. Le variant ECM1a 
comprend 10 exons, le variant ECM1b ne comporte pas l’exon 7, et le variant ECM1c 
comprend l’exon 5a en plus des 10 exons de ECM1a. Les protéines ne présentent pas 
d’homologie particulière avec d’autres protéines connues. Au niveau structural, elles 
s’organisent en trois domaines « serum albumin subdomain-like ». Les premières études 
fonctionnelles ont mis en évidence un rôle pour ECM1 dans la formation des os et 
l’angiogenèse. L’importance de ECM1 dans la physiologie cutanée est soulignée par son 
association avec deux maladies : des autoanticorps dirigés contre ECM1 sont impliqués dans le 
lichen scléreux (OMIM #151590) (Hamada et al., 2003), et des mutations de ce gène de type 
perte de fonction entraînent une génodermatose rare appelée protéinose lipoïde de Urbach et 
Wiethe (OMIM #247100) (Hamada et al., 2003). La protéine ECM1b se distingue des deux 
autres isoformes ECM1a et ECM1c par son profil d’expression. Son expression protéique 
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serait restreinte aux couches suprabasales de l’épiderme. Cependant, la localisation de cette 
isoforme est le résultat de l’interprétation du marquage de deux anticorps, le premier 
reconnaissant toutes les isoformes alors que le second ne reconnaît qu’ECM1a et ECM1c. 
ECM1a et ECM1c sont exprimées uniquement dans la couche basale et sont des composants 
de la lame basale (Sercu et al., 2009b). L’induction de la différenciation par dépassement de la 
confluence de kératinocytes en culture provoque l’augmentation de la transcription du messager 
de ECM1b (Smits et al., 2000). Ces résultats suggèrent un rôle de cette isoforme dans la 
différenciation kératinocytaire terminale. L’isoforme ECM1a a été impliquée dans la jonction 
dermo-épidermique où elle interagit avec de nombreux partenaires matriciels. Parmi ces 
interactions, nombreuses sont celles qui dépendent, au moins en partie, de la région protéique 
codée par l’exon 7, absente de l’isoforme ECM1b. Ce ne sont donc pas des partenaires 
potentiels de l’isoforme suprabasale. Le collagène IV, le perlecane et l’acide hyaluronique 
interagissent avec des domaines communs à ECM1a et ECM1b, et pourraient donc interagir 
avec cette dernière (Sercu et al., 2008; Sercu et al., 2009a). Contrairement à ECM1a, l’isoforme 
suprabasale ECM1b a été très peu étudiée, notamment son rôle potentiel dans la 
différenciation épidermique. 
Le lumicane est un protéoglycane présent en grande quantité dans le stroma de la cornée 
et dans la matrice de nombreux tissus dont le derme. Il interagit avec les fibres de collagène et 
limite leur croissance, mais il est également impliqué dans l’espacement régulier des fibrilles et 
l’acquisition de la transparence de la cornée (Nikitovic et al., 2008). 
La ladinine-1 est une protéine impliquée dans l’ancrage des filaments au niveau des 
hémidesmosomes de la membrane basale (Motoki et al., 1997) et joue le rôle d’autoantigène 
dans la dermatose à IgA linéaires (OMIM *602314). Pourtant, nos résultats montrent que le 
messager de la ladinine-1 est plus abondant dans les couches suprabasales. Les images 
d’immunohistochimie de la base de données internet « proteinatlas » montrent que la protéine 
serait détectée dans tout l’épiderme et présenterait un renforcement du marquage dans les 
couches suprabasales, en cohérence avec l’augmentation du taux de messager 
(http://www.proteinatlas.org/normal_unit.php?antibody_id=7256&mainannotation_id=2166567). La 
ladinine-1 pourrait donc avoir plusieurs rôles différents dans l’épiderme, un rôle d’ancrage et de 
résistance mécanique dans la membrane basale, et un autre rôle non élucidé dans les couches 
suprabasales. 
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Les protéines CRELD1, EHD4 et PEBP-1 sont peu étudiées et leur profil d’expression 
dans l’épiderme n’a jamais été décrit. La protéine « Cysteine-rich with EGF-like domain protein 
1 » (CRELD1) est une protéine transmembranaire exposée en majorité sur le versant externe 
de la membrane plasmique. Une mutation du gène correspondant entraîne une susceptibilité 
accrue pour le défaut du septum atrioventriculaire (OMIM #606217), probablement par une 
modification des propriétés d’adhérence de la protéine (Ewing et al., 2007). La protéine 
« phosphatidylethanolamine-binding protein 1 » (PEBP-1), aussi connue sous le nom de RKIP 
pour sa capacité à inhiber la kinase Raf dans le cytoplasme, a également été détectée dans 
plusieurs fluides biologiques (Dahl et al., 2003). Enfin, la protéine « EH domain-containing 
protein 4 » (EHD4), en plus de son rôle dans le trafic des endosomes précoces, est également 
une protéine sécrétée par les fibroblastes et intégrée dans les filaments de MEC (Cheng et al., 
2004).  
 
Cette étude préliminaire nous a donc permis de mettre à jour plusieurs protéines qui 
pourraient être présentes dans les couches suprabasales de l’épiderme et participer à un réseau 
matriciel protéique. Cette liste n’est cependant pas exhaustive et d’autres protéines pourraient 
se révéler intéressantes.  
III.B.3. Test  d’interaction des partenaires potent iels  
Parmi les candidats les plus fortement exprimés dans la couche granuleuse, nous en avons 
testé trois (PEBP-1, ladinine-1 et lumicane) en double hybride chez la levure pour déterminer 
quelles sont les interactions qui pourraient être impliquées dans la formation d’un réseau 
extracellulaire. Pour ces tests d’interaction, nous avons ajouté la galectine-3 et les dermokines 
ainsi que leurs fragments. Nous avons également inclus dans l’étude les deux autres gènes du 
locus SSC, KRTDAP et SBSN, qui codent pour des protéines sécrétées exprimées dans les 
couches suprabasales. Chaque protéine est testée dans le rôle d’appât et de proie avec chacune 
des autres protéines et avec elle-même. 
A l’exception des interactions que nous avions découvertes auparavant, aucun clone positif 
n’a été obtenu. Ainsi, aucune nouvelle interaction n’a été mise à jour. Cependant, 
l’oligomérisation des dermokines précédemment mise en évidence par chromatographie 
d’exclusion (Naso et al., 2007) n’a pas été confirmée dans ce système. Il est donc probable que 
l’absence de modifications post-traductionnelles, ainsi que le microenvironnement du noyau de 
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la levure présentent des conditions défavorables à l’interaction de protéines matricielles 
extracellulaires. D’autres méthodes devront être envisagées pour tester ces interactions. 
 
Nous avons déjà réuni des anticorps dirigés contre ECM1 et lumicane pour poursuivre ce 
travail préliminaire. Il sera intéressant de déterminer si le profil d’expression protéique 
correspond à celui des transcrits. D’autres techniques permettant de mettre en évidence des 
interactions, par exemple des co-immunoprécipitations, pourront également être envisagées 
pour montrer la présence d’un réseau matriciel et les interactions au sein de celui-ci. 
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IV.  PRODUCTION DE SOURIS DEFICIENTES POUR LES 
DERMOKINES β  ET γ  
Afin d’étudier in vivo le rôle des dermokines longues, nous avons entrepris, dans le cadre 
d’un appel d’offre lancé par la clinique de la souris (Strasbourg), la création de lignées de souris 
déficientes pour les isoformes longues du gène Dmkn. Chez la souris, seules les isoformes α, β 
et γ sont exprimées. L’isoforme ubiquiste δ n’est pas présente. Pour abolir l’expression des 
Dmknβ et Dmknγ, la délétion du gène entier n’a pas été retenue, la clinique de la souris de 
Strasbourg n’ayant pas l’expérience de la délétion d’un fragment aussi grand d’ADN. La 
stratégie adoptée a été de supprimer uniquement les cinq premiers exons du gène. La petite 
isoforme sécrétée α dépendant d’un promoteur situé juste en amont de l’exon 16, il est donc 
possible que son expression soit maintenue.  
La séquence génomique s’étendant des exons 1 à 5 a été remplacée par une cassette de 
résistance à la néomycine entourée de sites lox, par recombinaison homologue dans des 
cellules ES. Après sélection, les cellules ES résistantes à la néomycine ont été introduites dans 
des blastocystes, qui ont été réimplantés dans des souris pseudo-gestantes. Les descendants des 
souris chimères qui portent la cassette néomycine sont croisés avec des souris exprimant la 
recombinase Cre. La cassette de résistance a alors été supprimée par recombinaison utilisant le 
système Cre-lox. Les souris générées par ce croisement sont hétérozygotes pour le gène Dmkn. 
Après croisement pour éliminer le transgène Cre, les souris obtenues sont de type « Knock 
out » constitutif (Figure 95). 
 
 
Figure 95 : Stratégie d’inactivation du gène Dmkn 
Les exons 1 à 5 du gène Dmkn de cellules ES sont remplacés par recombinaison homologue par une 
cassette de résistance à la néomycine (rectangle orange). Après sélection, la cassette est supprimée 
par le système Cre-Lox (triangle vert), générant l’allèle KO. 
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Ces souris présentant diverses contaminations inacceptables dans l’animalerie, elles ont été 
importées au plateau de zootechnie sous forme d’embryons frais au stade 1 à 2 cellules. Ces 
embryons ont été implantés dans des femelles pseudo-gestantes. Après génotypage, les souris 
hétérozygotes ont été utilisées afin d’établir : 
-  des lignées de maintien hétérozygote par croisement avec des souris C57bl6 
-  des lignées dont certains descendants sont homozygotes pour le gène excisé. 
 
Malheureusement, aucun phénotype flagrant n’a encore été observé chez les souris 
homozygotes pour la délétion. Une caractérisation plus fine du phénotype sera nécessaire, par 
exemple après altération de la barrière épidermique par délaminage à la bande adhésive ou 
traitement à l’acétone. La réponse épidermique à un rayonnement UV ou après blessure 
cutanée pourra également être étudiée. Enfin, l’influence de la délétion des dermokines 
longues sur l’expression de certains gènes ou groupes de gènes pourra être analysée par la 
méthode des puces à ADN. 
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L’objectif de ce travail était de mettre à jour la fonction des différentes isoformes codées par 
le gène DMKN. L’analyse de la séquence protéique de ces isoformes n’a pas permis d’identifier 
de motif connu ni d’homologie avec d’autres protéines. La stratégie adoptée a donc été de 
rechercher des partenaires par une approche globale : le double hybride chez la levure. 
Nous avons montré l’implication de l’isoforme intracellulaire et ubiquiste DMKNδ dans le 
trafic endomembranaire. En effet, son expression dans les cellules HeLa induit une 
augmentation de la taille des endosomes et accélère l’endocytose de la transferrine. Ces effets 
s’expliquent en partie par son interaction avec Rab5 qu’elle active. Néanmoins, DMKNδ ne 
colocalise pas totalement avec la petite GTPase. Elle pourrait donc interagir également avec 
d’autres protéines du trafic ou régulatrices de Rab5. Des expériences complémentaires sont 
actuellement en cours pour quantifier l’endocytose de la transferrine et pour déterminer si 
l’activation de Rab5 est le résultat d’une activité GEF portée par DMKNδ. La caractérisation 
fonctionnelle de cette isoforme ne sera pas poursuivie au laboratoire, mais pourra l’être à 
travers des collaborations. 
Par ailleurs, nous avons montré que l’expression des isoformes longues sécrétées 
DMKNβ/γ est augmentée en cas de stress de la barrière, suggérant leur implication dans la 
fonction de barrière de l’épiderme. L’interaction entre le domaine riche en glycine et sérine 
commun aux DMKNβ/γ et le domaine non-lectine de la galectine-3 ne nous a pas apporté 
d’informations quant à leur fonction mais nous a conduits à envisager l’existence d’une matrice 
protéique extracellulaire dans les couches suprabasales de l’épiderme. Nous avons débuté 
l’analyse de sa composition et montré l’expression au niveau transcriptionnel de plusieurs 
protéines matricielles. Ce travail pourra être poursuivi par la vérification de leur présence au 
niveau protéique et par la recherche des interactions sous-tendant l’établissement de la matrice. 
De plus, les DMKNβ/γ sont liées de manière covalente à l’enveloppe cornée des cornéocytes, 
des plus profonds aux plus superficiels. Leur répartition n’est pas homogène mais elles sont 
regroupées en structures punctiformes qui pourraient servir de point d’ancrage au réseau 
matriciel. 
L’analyse phénotypique approfondie des souris déficientes pour le gène Dmkn devrait se 
révéler utile pour caractériser in vivo le rôle joué par les Dmknβ/γ dans l’épiderme au cours de 
la différenciation et/ou dans la fonction de barrière. 
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RESUME : 
La fonction de barrière de l’épiderme est assurée par sa partie la plus superficielle, la couche 
cornée constituée de cornéocytes, cellules très inter-cohésives, entourées d’un milieu extracellulaire riche 
en lipides. Les cornéocytes résultent de la cornification, une mort cellulaire programmée particulière. Les 
éléments constitutifs de ces cellules et de leur milieu sont donc principalement synthétisés par la couche 
vivante sous-jacente constituée de kératinocytes granuleux. 
De façon surprenante, un des transcrits les plus abondants de cette assise épidermique code pour 
une protéine de fonction inconnue, la dermokine (DMKN). DMKN subit un épissage alternatif complexe, 
aboutissant à la production de quatre types d’isoformes : δ, qui est intracellulaire et ubiquiste, α, qui est 
sécrétée et exprimée dans tout l’épiderme, ainsi que β et γ, qui sont sécrétées et dont l’expression est 
restreinte à la couche granuleuse de l’épiderme. 
La séquence de ces isoformes ne permettant pas, par analyse bioinformatique, de prédire leur 
fonction, nous avons développé la méthode de double hybride chez la levure pour rechercher des 
partenaires potentiels. Nous avons identifié la petite GTPase Rab5 comme partenaire de la forme 
intracellulaire DMKNδ. Rab5 est principalement localisée au niveau des endosomes précoces et participe 
au trafic endomembranaire. Elle présente deux conformations : liée au GTP (état actif) ou liée au GDP 
(état inactif). L’interaction de DMKNδ avec les formes actives et inactives de Rab5 a été confirmée in vitro 
par des expériences de « GST pull-down ». In vivo, DMKNδ colocalise majoritairement avec la forme 
inactive de Rab5. De plus, l’expression de DMKNδ en fusion avec la GFP dans les cellules HeLa induit la 
formation de vésicules dans lesquelles elle colocalise partiellement avec Rab5 endogène et avec la 
clathrine, suggérant l’implication de DMKNδ dans les étapes précoces de l’endocytose. Enfin, nous avons 
montré que DMKNδ favorise la liaison de la petite GTPase au GTP et donc son activation, et qu’elle 
stimule l’endocytose de la transferrine. Ce travail montre que la DMKNδ active Rab5 et joue un rôle dans 
l’endocytose précoce. 
Dans l’épiderme hyperprolifératif comme, par exemple, dans les lésions psoriasiques ou 
l’épiderme cicatriciel de souris, l’expression des DMKNβ/γ n’est plus restreinte aux seuls kératinocytes 
granuleux mais s’étend à un nombre accru d’assises suprabasales. Ces résultats, associés à l’augmentation 
du taux des transcrits DMKNβ/γ après irradiation de cellules HaCaT par rayonnement UVB, suggèrent 
un rôle pour ces protéines dans la fonction de barrière de l’épiderme. En outre, nous avons mis en 
évidence par double hybride chez la levure, et confirmé par « GST pull-down », une interaction entre le 
domaine riche en glycine et sérine des DMKNβ/γ et le domaine non lectine de la galectine-3. Cette lectine 
animale ubiquiste et pléiotrope peut être sécrétée par une voie non classique. Dans le milieu extracellulaire, 
elle interagit avec de nombreuses protéines de la matrice, via son domaine lectine et sa partie N-terminale. 
L’analyse immunohistologique de coupes de peau humaine montre que la galectine-3 est fortement 
exprimée dans la couche granuleuse, où elle colocalise avec les DMKNβ/γ. Le rôle de la galectine-3 dans 
l’épiderme est encore mal connu. L’existence d’un réseau de protéines extracellulaires, impliquant entre 
autres DMKNβ/γ ainsi que la galectine-3, pourrait jouer un rôle, encore largement inexploré, dans les 
étapes tardives de la différenciation épidermique. En effet, nous avons mis en évidence par PCR 
quantitative en temps réel que certains gènes codant pour des protéines de la matrice extracellulaire sont 
transcrits, et donc potentiellement traduits, dans les couches suprabasales de l’épiderme humain.  
La poursuite de la caractérisation fonctionnelle des DMKNβ/γ dans l’espace extracellulaire des 
couches granuleuse et cornée s’appuiera entre autre sur un modèle de souris invalidées pour le gène Dmkn 
que nous avons récemment obtenu. 
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